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Le sujet que nous abordons forme un chapitre des plus 
importants de la microbiologie du sol et l'un des plus volumi- 
neux. La bibliographie aurait & compter sur ce sujet un demi- 
millier de publications importantes parues dans le courant de 
la derniére trentaine d’années (1). 

Il n’entre pas dans notre tache de refaire l’historique de la 


question qu’on trouvera aisément ailleurs. Nous pouvons nous 


en dispenser avec d’autant plus de raisons que les expériences 
que nous allons relater, exécutées au moyen de mélhodes nou- 
velles, ne peuvent étre envisagées comme la conlinuation 


b- ppmediale d'une ligne de recherches antérieure. Le but de ce 


. 


(A ) re liste bibliographique jointe 4 la monographie de M. Oméliansky, La 
+ fixation de l’'azole atmosphérique par tes microbes du sol, Pétrograd, 1923, com- 


. pend 430: Cre Plusieurs travaux ont paru depuis. 


456 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR 


mémoire est de les exposer dans un ordre que nous préciserons 
tout a Pheure. 

L’apercu par lequel nous commengons est desliné a bien 
définir le point de départ et le programme des recherches résu- 
mées Ci-apres. 

Remarquons tout de suite que nous nous liendrons aussi 
strictement que possible dans le cadre de la microbiologie du 
milieu naturel, sans nous occuper des caractéres attribués aux 
microbes fixateurs a la suite d’expériences en culture pure. 


I. — Etat actuel des connaissances 
sur l'activité des microbes fixateurs dans le sol. 


Le caractére le plus saillant de ces microbes, qui en fait un 
groupe physiologique bien défini, est leur faculté de pulluler 
dans un milieu dépourvu d’azote combiné, 4 condition d’avoir a 
leur disposition un excés de matiére hydrocarbonée. Suffisam- 
ment pourvu d’éléments minéraux nécessaires, un tel milieu 
réalise les conditions normales, spéciales aux fixateurs non 
symbiotiques. 

Ce caraclére a été bien mis en relief par nos premiéres 
recherches sur ces microbes et, depuis, il sert de base & toutes 
les méthodes pour l'étude des agents de la fixation et du pro- 
cessus lui-méme. 

On sait que ces premiéres recherches ont été exécutées sur 
un microbe anaérobie dénommé Clostridium Pastorianum, 
auquel est venu se joindre, plusieurs années plus tard, un 
microbe aérobie ayant recu le nom d’Azotobacter. 

Ce sont ces deux organismes qui sont considérés, depuis plus 
d’un quart de siécle, comme les agents les plus intéressants du 
phénoméne de la fixation de l’azote atmosphérique dans le 
sol. 

Kn commengant par la fixation anaérobie, les recherches 
ultérieures n'ont fait, en somme, que confirmer les premiers 
résultats dont voici le résumé : 

1° Le Clostridium et ses congénéres, isolés plus tard, font 
partie du groupe des ferments butyriques du sol, connus 
depuis Pasteur, désignés souvent, depuis Trécul et Van- 
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Tieghem, du nom d’Amylobacters; 2° ensemencés dans un 
ballon de fermentation rempli jusqu’au goulot d’un liquide 
fermentescible pourvu d’azote, ils se comportent comme des 
ferments butyriques ordinaires; 3° leur action fixatrice n’appa- 
rait que quand cette solution est privée d’azote, & condition 
qu’elle soit en contact avec )’azote de l’air; mais, dans ce cas, la 
pullulation n’a lieu qu’en mélange avec les aérobies qui les 
mettent 4 l’abri de l’action directe de l’oxygéne, ou bien dans 
une atmosphére d’azote pur; 4° un gain en azote est régulier 
dans ces conditions, mais le rendement ne dépasse pas 2 a 
3 milligrammes pour | gramme de matiére énergétique ; enfin, 
5° les germes de ces organismes paraissent trés répandus dans 
le sol, car on manque rarement de provoquer Ja fermentation 
butyrique en jetant 1 4 2 grammes de terre dans une solution 
sucrée. 

C’est surtout, parait-il, cette derniére constatation qui a 
encouragé les microbiologistes & appliquer les données acquises 
au milieu naturel, sans études spéciales sur les conditions 
gui y président & l’activité des microbes, conditions que la 
fiole chargée de liquide est trop loin de reproduire. Or, la 
facilité de provoquer la fermentation butyrique par un peu de 
terre ne dit rien sur la dens7té de ces microbes dans le sol et ne 
répond nullement & la question de savoir s’ils peuvent y pul- 
luler 8 l'état actif. . 

Cette lacune n'a été comblée que tout récemment, a la suite 
de l’élaboration d’une méthode pour I|’étude microscopique du 
sol, au moyen de laquelle il n’a pas été difficile de démontrer 
que des puilulations spontanées du Clostridium ont réellement 


lieu dans une terre naturelle, additionnée d’un excés de sub- 


= 


stance hydrocarbonée, 4 condition de réduire son aération. Le 
Clostridium parait donc mériter sa réputation d’agent fixateur 
de l’azote dans le sol. 

Ce fait établi, il faut avouer que nos connaissances actuelles 


“ne vont pas bien au dela. 


Quelle est la fréquence du processus dans le sol? 


Quelle est la nature du sol par laquelle il est favorisé ou 
.* entravé? 


as 


' Quelles. sont les conditions nécessaires & sa marche dans le 


. milieu: naturel? 
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Quelles sont ses relations avec les autres processus micro- 
biens, la fixation aérobie en premiére ligne? 

Quelle est enfin son importance économique ? 

Toutes ces questions attendent d’étre étudiées par des 
méthodes efficaces, qui ne sont pas celles actuellement en 
cours dans les laboratoires de microbiologic. 


Une importante monographie, publiée en 1909, fait autorité sur ce groupe 
de microbes pour la majorité des microbiologistes. Elle a pour auteur 
M. Bredemann (1). Ge savant a étudié 137 échantillons de terres de prove- 
nances trés diverses. Il a constaté partout la présence de ferments buty- 
riques. I] en a isolé 16 souches qu'il a comparées avec 11 souches de 
ferments butyriques déja connues sous des noms différents. Une étude com- 
parée de leurs caractéres lui aurait démontré leur identité. Il les réunit par 
conséquent sous le méme nom spécifique de Bacillus amylobacler A. M. et Br., 
et c'est la sa thése principale vers laquelle tendent toutes ses démonstra- 
tions. S’il y a de petites différences, elles seraient négligeables au point de 
vue taxonomique. ; 

Sans s’intéresser & la taxonomie qui n’esl que trop souvent entachée 
d’arbitraire en bactériologie, c’est la méthode qui attire plutot notre attention. 
Le trait principal en est la culture préalable de toutes les souches dans un 
méme milieu 41 p. 100 de glucose, 1,2 p. 100 de peptone et 0,8 p. 100 d’extrait 
Liebig, culture qui durait au moins six mois, et qui était destinée 4 effacer 
les effets des conditions d’existence antérieure, dans le but de les rendre 
mieux comparables entre elles. 

La méthode parait exacte, mais elle a le grand défaut de ne tenir aucun 
compte des effets de la culture artificielle, et qui plus est, dans un milieu si 
anormalement riche.en azote. N’arriverait-on pas, par une culture forcée, 
dans, des condilions maintenues constantes et d’une durée prolongée, a 
ramener les différentes espéces ou variélés de microbes & un type moyen? 
L’auteur, sous l’empire de sa these, n’a pas envisagé cette objection, mais il 
est clair qu'elle ne se laisse pas écarter, au méme titre que l’influence, si 
banale pour les horticulteurs, de la culture forcée sur les plantes sauvages. 
Il sensuit avec évidence qu'il n'y a pas & compter avec les résultats d'une 
méthode si artificielle, quand on a pour but I’étude des phénoménes naturels. 
Quant a la tendance a classer un grand nombre de formes d'origine el de 
fonctions diverses, — imparfaitement connues d’ailleurs, — sous un méme 
nom spécifique, elle ne nous parait guére profitable A notre science, qui 
n’avance qu’a condition d’affiner lobservation et de pousser la différenciation 
jusqu’aux derniéres limites accessibles 4 notre entendement. Il y a done lieu 
de s’étonner de ce que les conclusions de cette monographie, qui en impo- 
sait, il est vrai, par son volume et par des relations minutieuses de détails, 
aient été si facilement acceptées par tant d’auteurs et aient été reproduites 
dans presque tous les traités. A notre avis, le terme Bac. amylobacter A. M. 
et Br., trop collectif et trop imprécis, ne peut créer que de la confusion. 
Nous maintiendrons donc le nom ancien de Clostridium. 


(1) Bacillus Amyiobacter, A. M. et Br., Centr. f. Bakteriologie, vol. XXIII, . 


2, 1909, p. 383. 
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Passant aux fixateurs aérobies, on connait l’intérét suscité 
par la découverte de |’ Azotobacter par M. Beijerinck. Ses 
caractéres distinctifs, macroscopiques et microscopiques, si 
prononcés, sa culture facile, la fixation intense d’azote dans ses 
cultures, ont attiré vers lui, avec raison, de trés nombreuses 
recherches, en reléguant les fixateurs anaérobies au second 
plan. Comme pour ceux-ci, on n’a jamais réussi & le voar dans 
le milieu terre, & observer directement ses pullulations, par 
défaut de méthode microscopique; mais on est arrivé 4 bien 
démontrer qu'une terre qui en donne des cultures fixe mieux 
lazote qu'une autre qui n’en donne pas; aussi on a oblenu un 
gain notable en azote en inoculant de la terre mannitée avec 
une culture pure. 

Le procédé classique par lequel le microbe a été isolé, soit 
l’ensemencement de terre dans une solution de t 42 p. 100, de 
mannite avec un peu de phosphate, est resté d’un emploi 
général jusqu’a ce jour. Il gardera sa valeur historique, mais 
nous pensons qu'il serait temps de le remplacer par un autre, 
qui soit plus str et plus rapide. Ii n’est ni l’un ni l'autre, car 
le microbe excessivement avide d’oxygéne n’y trouve pas des 
conditions favorables & sa pullulation. Immergé avec les parti- 
cules de terre sur lesquelles sont fixées ses colonies, il est forcé 
de commencer son développement noyé sous une couche de 
liquide plus ou moins épaisse, au lieu d’un contact immédiat 
avec lair, ce qui lui est normal. A mesure que le liquide se 
charge d'acide carbonique, les conditions deviennent encore 
pires. La fermentation butyrique surtout, qui se déclare 
presque invariablement, peut méme enrayer tout développe- 
ment, ainsi qu’on l’observe souvent. 

On concoit done que le voile brun, indice stir de sa pullu- 
lation, ne pourrait se former a la suite de l’ensemencement 
avec de la terre que dans les cas ot les germes spécifiques 
seraient particuliérement nombreux et aptes a former des 
slades mobiles, qui montent se fixer a la surface en mélange 
intime avec des espéces étrangéres. Mais 1a aussi ils sont sujets — 
a la concurrence de ces dernidres, en méme temps qu’ils y 
~ trouvent des masses d’amibes qui les dévorent. 
~~ Or,’ce mode de culture, avec le voile brun comme épilogue, 
a joué un grand réle dans la science du sol pendant vingt- 
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cing ans. Veut-on déceler la présence des Azotobacéers dans une 
terre donnée? On en ensemence quelques grammes dans le 
liquide mannité; le voile indiquera sa présence; la non-forma- 
tion de celui-ti signifiera son absence. Y a-t-il lieu de déter- 
miner le pouvoir fizatewr d’une terre? On en ajoute une 
dose plus grande, soit 10 p. 100, et alors le gain en azote de 
la culture brute servira de mesure de ce pouvoir dans la terre 
employée. 

Ii est clair que ces procédés ne peuvent étre considérés 
comme bien fondés que dans le cas ot il serait démontré que 
le liquide mannité chargé de terre réalise les conditions nor- 
males et optimales pour la pullulation des Azotobacters. Or, 
c'est le contraire qui se réalise. Il est par conséquent difficile 
d’avoir confiance dans cette épreuve; et quant 4 ce qui concerne 
le pouvoir fixateur, il est aisé de démontrer que ce mode de 
culture ne peut reproduire fidélement le fonctionnement du 
peuplement microbien fixateur d’une terre. 

Empressons-nous de remarquer que les savants qui se sont 
servis de cette méthode ne se sont pas fait d’illusion sur sa 
valeur. Ils l’ont employée simplement par défaut d’une autre 
plus stire. L’opinion de M. P. Gainey, qui a fait les études les 
plus étendues sur la fréquence des Azofobacters dans le sol, 
est particulitrement instructive. « On ne sait pas, dit-il (1) 
(p- 913), combien de germes d’Azotobacier sont nécessaires 
pour qu'un voile visible apparaisse dans le milieu de culture. 
Des données inédites indiquent qu’un nombre appréciable est 
nécessaire pour le développement d’un voile caractéristique... 
Il est possible, par conséquent, que l’Azotobacter puisse étre 
présent dans le sol en nombre relativement grand et échappe 
a ]’observation par la méthode employée dans ces recherches. » 

M. Christensen (2) a fait un effort méritoire pour améliorer 
celle-ci en faisant avec un méme échantillon plusieurs cul- 
tures paralléles, toutes chargées de terre, mais les: unes ense- 
mencées abondamment avec. une culture pure, les autres non 


(1) Influence of the absolute reaction of a soil upon its Azotobacter flora 
and nitrogen fixing ability. Journal of Agric. Research, vol. XXIV, 1923, 
p. 907-938. 

(2) Harato Curisrensen, Studien iber den Einfluss der Bodenbeschaffenheit 
auf das Bakterienleben und den Stoffumsatz im Erdboden. Centr. f. Bakt., 
vol. XLIII, 2,1915, p. 1-166. 
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ensemencées, dont un lot dépourvu, un autre additionné de 
carbonate de chaux. Tout ceci dans le but de départager les 
effets du facteur chimique (composition du milieu additionné 
de terre) d’avec ceux du facteur biologique (présence ou absence 
des germes dans la terre). Mais quand la méthode péche par sa 
base, les modifications les pius ingénieuses qu'on y apporte ne 
font que la compliquer sans la rendre plus sire. 

Si nous ajoutons*que le voile ne peut indiquer que la pré- 
sence des germes dans la terre, suns donner la moindre idée 
de Jeur densité, ni de leur état (activité ou repos?), on com- 
prendra l’impuissance de la méthode & avancer nos connais- 
sances sur l'un des plus importants sujets de la microbiologie 
du sol. Car tout le monde est d’accord pour envisager la pullu- 
lation des fixateurs aérubies dans le sol comme un caractére 
biologique de premier ordre et comme un indice de sa fertililé. 
L’étude des conditions qui favorisent leur existence ou qui 
Ventravent est donc un probléme yers lequel sont dirigés les 
efforts des travailleurs de la science du sol. 

Ce groupe est-il réellement lrés répandu dans la nature? On 
Va cru d’abord mais les recherches ultérieures ont paru démon- 
trer qu'une partie notable des terres ne Je contiennent pas. 
Ainsi, M. Christensen, gui a étudié 145 échantillons de terres 
danoises, ne les a pas trouvés dans 77 cas, soit plus de la moitié 
(ce qui signifie que le voile a manqué autant de-fois dans la 
solution mannitée additionnée de carbonate de chaux). M. Gainey 
a analysé 200 échantillons de sol américain, et il n'a vu le voile 
se former que dans 117, malgré l’addition de CaCo*; quand 
celte base manguait, le chiffre tombait a 75, soit & 38 p. 100 du 
total des terres ensemencées. M. Burri a constalé l’absence de 
germes dans 34 échantillons de terres suisses sur un total 
de 105. 

Ces exemples suffiront pour montrer que le taux des cas 
positifs n’est pas éloigné de 50 p. 100. Ces microbes n’ont donc 
rien de banal; ils paraissent méme plutdt rares. Mais cette 
conclusion, aussit6t tirée, se heurle a la confiance limitée 

_ quon ressent pour la méthode employée, laquelle est peu sen- 
. «sible; ef on se demande si cetle rareté est bien réelle ou si elle 
. n'est qu’apparente? 

*  Quels-sont les caractéres physiques, chimiques. biologiques 
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du sol qui attirent les Azotobacters et quels sont ceux qui les | 
éloignent? | 

Les auteurs sont d’accord pour attribuer au calcaire, c’est-a- 
dire & la basicité du sol, un réle de premier plan comme con- 
dition favorisante, et méme essentielle, de l’existence de ces 
microbes dans le sol (Remy, Christensen, H. Fischer, J. Lipman 
et autres). La présence de phosphate a été également envisagée 
comme condition essentielle (Stoklasa, Christensen, Niklas et 
autres). On admet enfin, qu'il y a corrélation étroite entre la 
réaction du sol et la présence des Azotobacters qui n’habitent 
que les terres, dont le pH nest pas inférieur & 6,0; que c’est 
méme la réaction qui est le facteur dimitant pour ce microbe 
(Gainey). Des expériences nombreuses et soigneuses ont élé 
rapportées & l'appui de toutes ces conclusions, qui sont consi- 
dérées généralement comme solidement établies. Et pourtant, 
si lon songe qu’elles sont toutes basées sur une épreuve peu 
certaine, on ne peut s’empécher d’entrevoir la nécessité de 
reprendre l'étude de ces questions, en s’aidant d’une méthode 
plus directe et plus parfaite. 


L’apercu qui précéde fera comprendre Jes raisons qui nous 
ont fait mettre au premier plan de notre programme les faits et 
méthodes concernant l’existence et l'activilé des fixateurs aéro- 
bies et anaérobies dans le sol. Nous espérons contribuer au 
progrés de toutes les questions qui s’y rattachent en exposant 
dans ce mémoire : 

1° Des études microscopiques sur les cudtures spontanées des 
fixateurs dans la terre. 

2° Des expériences de culture sur des plaques de silico-gel 
ensemencées avec de la terre et sur de la terre méme, moulée 
en plaques. 

3° Des dosages d’azote exécutés sur des grandes plaques de 
stlico-gel, comme mesure du pouvoir fixateur des terres, c'est-. 
a-dire de leur population microbienne spécifique. 
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Il. — Sur les cultures spontanées. 


Conpitions akropies. — Dans notre premier mémoire, nous 
avons décrit avec quelques détails le tableau microscopique 
que présente une terre normale par rapport & son peuplement 
microbien. On y constate régulitrement des groupes ou colo- 
nies de coccus logées sur les flocons du colloide organique. 
Leur densité est différente, selon la terre qu’on éludie; mais, 
méme dans les terres les mieux peuplées, l'ensemble ne se 
rapproche pas de l’aspect d’une culture, si familier au micro- 
biologiste. Toute la végélation en petites colonies éparses se 
concentre sur les particules solides, et on ne remarque aucune 
pullulation dans la dissolution du sol; les préparations de la sus- 
pension centrifugée sont presque vides. C’est surtout le cas 
quand il s’agit de la terre témoin (1). 

Entre ces coccus de taille différente, on manque rarement, 
en étudiant une terre fertile, de tomber sur de grands coccus 
rappelant par leurs forme et grandeur |’Azolobacter cultivé. 

Groupés en colonies de quelques unités jusqu’a quelques 
dizaines d'individus, et fixés sur les particules de terre, ils se 
déposent facilement par centrifugation et sont généralement 
introuvables dans la suspension centrifugée. 

Rien n’est plus facile que de les faire pulluler en masse dans 
leur terre d'origine, jusqu’é présenter le tableau d’une véri- 
- table culture, et méme, — ce qui nous a beaucoup frappé au 
début de nos observations, — d’une culture pure. 

Prenons comme exemple notre /erre ¢émoin de Brie, et répé- 
tons la simple expérience qui consiste & incorporer a la terre 
une faible dose de substance énergétique pour y provoquer 
_ éclosion des germes qu'elle contient et la transformer en 
culture spontanée. 

. La technique en est trés simple. On préléve la terre sur la 
-parcelle ; on Gloigne & la main les graviers et débris végétaux, 
_ on la laisse se ressuyer, si elle est trop humide; on ajoute de 
|. Veau distillée, si elle est trop séche, jusqu’a un taux d’humidité 


(1) Rappelons que c’est une parcelle de terre arable, qui n’a recu pendant 
plusieurs ‘années aucune fumure, qui nous sert de témoin. 
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de 18-21 p. 100; on passe sur un tamis flambé ; on en prend 
environ 50 grammes auxquels on mélange soigneusement 
0 er. 5 de mannite en poudre ; on l’étend dans la soucoupe d’une 
boite Petri de 9 centimétres de diamétre, ou elle forme une 
couche de 1 centimetre environ ; on tasse légerement en égali- 
sant et en pressant au moyen d'une spatule jusqu’a ce que la 
terre fasse prise pour lui restituer un certain degré de capilla- 
rité. IL ne reste qu’ mettre & I’étuve 4 28-30°, ot on tient les 
Petri dans une grande boite en verre servant de chambre 
humide. 

On peut stériliser la verrerie, l’eau, les ustensiles employés, 
mais nous n’en avons jamais remarqué l'utilité. 

Il s’agit maintenant de suivre la réaction biologique de la 
terre en en exécutant l’examen microscopique & des intervalles 
de vingt-quatre heures. On se tient & la méthode que nous 
avons décrite dans notre premier mémoire, mais en la sim- 
plifiant: une a trois préparations suffisent dans la majorité des 
cas. 

On commence par vider tout le contenu de la soucoupe 
dans une capsule flambée; on remélange rapidement, puis on 
préléve environ 1 gramme de terre ou bien une petite mesure 
équivalente & ce poids. Immédiatement aprés, la terre est 
replacée dans sa soucoupe et la couche rendue homogéne et 
uniforme. La porlion prélevée est introduite dans un petit tube 
de centrifugeur & main avec quelques centimbtres cubes d’eau 
et secouée fortement pendant cing minutes, jusqu’aé ce qu’elle 
se délaye complétement ; on ajoute alors encore de l’eau, jus- 
qu’a 10 cent. cubes en tout, on agite une derniere fois, on laisse 
déposer dix secondes, et on retire aussitot, au moyen d’une 
anse jaugée, une gouttelette équivalente & 41/60-4/70 cent. 
cube qu’on étale sur la lamelle, en couvrant aussi exactement. 
que possible 1 cm? de surface. Le tube avec la délayure est 
ensuite centrifugé & 50 et 4100 tours de manivelle (ou seule- 
ment & 100), et une seconde (et troisime) préparation est faite 
avec la suspension centrifugée. 

En procédant toujours striclement de la méme maniére et en 
comptant le nombre des germes dans 0,1 mm®* de la prépa- 
ration, on peut évaluer grossiérement le total des germes 
présents dans la suspension, lequel ne doit pas étre tras éloi- 
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gné de celui que contient le gramme délayé, car les débris 
minéraux, qui se sédimentent rapidement, ne retiennent que 
peu de germes. I] est clair que, si on s’aslreint & dénombrer le 
plus grand nombre de champs, en calculant la moyenne, on 
aura un chiffre plus rapproché de la réalité. 


Il est bon de faire le premier examen déja au bout de vingt- 
quatre heures d’étuve. Souvent on ne constate encore aucune 
réaction bien marquée. Pourtant il n’est pas rare de trouver 
dans la suspension centrifugée une pullulation uniforme d'un 
grand bacille, dont il n’y a en moyenne que 3-5 articles sur 
0,1 mm’ de la préparation, ce qui est dans l’ordre d’une 
vingtaine de millions par gramme de terre. Un bacille a donc 
Bc sives tout le reste de la population microbienne, mais il n’a 
pullulé que pauvrement. 

Au bout de quarante-huit heures, au second examen, onn’en 
voit plus rien ou presque. Des microbes tout différents se sont 
imposés ; de grands coccus, dont on trouve déja prés de 30 
par 0,1 mm’, ce qui correspond & environ 200 millions par 
gramme. Voir les photogrammes planche V, n® 1 a 3 et expli- 
cation. 

Le méme examen, répété au bout de trois et quatre fois 
vingt-quatre heures, montre que la pullulation de ces coccus a 
atteint son maximum. Dans les préparations, on trouve le 
tableau d'une riche culture, soit 100-200 grands coccus, par 
0,1 mm’, ce qui équivaut a bien plus d’un milliard par gramme 
de terre. | 

En comparantces formes-coccus, on n’a pas toujours l'impres- 
sion de leur identité complate. Leur taille varie entre 1,5 et 3 
ou méme 4 vw. Leur mode de végétation est tantot en paires, 
tantot en chapelets, tantdt en paquets, parfois sarcinoides. On 
trouve des formes oblongues, mais rarement. Leur contenu 
protoplasmique et leur colorabilité montrent aussi quelques 
différences. Sans insister cette fois sur des détails morpholo- 
 giques, ce qui nous inléresse, c'est que toutes ces formes rap- 
‘ pellent vivement la forme daltieea: si connue sous le nom de 
. Azotobacter, laquelle comprend aussi, comme on le sait, des 
“especes,, ow variétés, ou races différentes. La culture sur pla- 
ques: coufismera le diagnostic que les pullulations spontanées 
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décrites appartiennent bien aux Azotobacter, ou plutot représen- 
tent leurs formes originaires dans Je sol. 

Avec le nombre de prés de 2 milliards par gramme, la terre 
est complétement envahie par ces microbes. La solution du sol | 
en est remplie, et méme les particules solides en partie enrobées | 
par le mucus azétobactérien. | 


Au lieu de la mannite, on peut provoquer les cultures spon- 
tanées des fixateurs aérobies par un grand nombre de substances | 
hydrocarbonées de nature chimique diverse: hexoses, pentoses, 
polysaccharides, alcools, acides organiques. Nous en avons | 
essayé plusieurs en procédant de la méme maniére qu’avec la_ 
mannite. Voici le résumé de quelques expériences sur ce_ 
sujet: 

La glucose produit le méme effet que la mannite; 

La lévulose, le maltose n’en différent pas davantage. 

Le galactose donne une pullulation plus faible et plus tardive; | 

Le lactose parait encore moins favorable. ) 

Les pentoses sont nettement inférieurs. Ainsi, |’arabinose | 
provoque, au bout de trois jours, une pullutation qui ne dépasse | 
pas une centaine de millions par gramme. Avec le xylose, un 
total moitié moindre n’est alteint que vers le cinquiéme jour. 

Avec l’amidon cru, la pullulation est lente, ce qui fait que 
observation est génée par les actinomycétes qui envahissent la 
lerre au bout de trois jours. La cause en est dans l’impureté 
du produit qui contient de l’azote. Nous n’avons pas préparé 
un produit pur. I] ne nous parait pourtant pas douteux que les” 
fixateurs peuvent pulluler aux dépens de l’amidon, comme nous 
ont démontré les cultures sur plaques (v. plus bas.) 

La cellulose est impropre a produire des cultures spontanées 
de ces microbes sous les formes que nous avons expérimentées : 
fibres de papier et de coton, cellulose précipitée, matidre végé- 
tale cellulosique. 

La glycérine détermine une pullulation assez riche, qui 
dépasse au bout de cing jours un demi-milliard par gramme. 

Quant aux acides organiques que nous avons essayés sous 
forme de leurs sels de chaux, c’est le lactate qui parait le plus 
actif. Dans la terre témoin lactatée, la pullulation a atteint, 
au bout de trois jours, prés d’un milliard. Les coccus étaient 
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plus petits et paraissaient différents des races qui pullulaient 
aux dépens de la mannite et de la glucose, mais c’étaient tout 
de méme des Azofobacters. V. planche V, photogr. 4. Isolée 
sur silico-gel lactaté (v. chapitre suivant), la petite forme a 
maintenu ses caractéres morphologiques. 

Le succinate fait pulluler assez tardivement (cing jours) une 
forme en chainette. 

Le citrate, le malate ont donné un résultat positif. Mais 
Poxalate, la valérianate, le butyrate, le formiate n’ont pas 
donné des pullulations dans les deux expériences que nous 
avons faites. L’effet de l’'acétate a été douteux; s'il y a pullu- 
lation, elle est en tout cas tardive et pauvre. 

On aurait pu, évidemment, multiplier ces expériences, en 
essayant encore un grand nombre de substances chimiques et 
de corps bruts d’origine végétale. Mais celles que nous venons 
de résumer nous suffisent pour établir la loi microbiologique 
suivante : 

Dans une terre normale bien aérée, lapport de matiéres hydro- 
carbonées trés diverses, non accompagné d’une augmentation du 
taux de lazote assimilable, ne fait pulluler que des microbes 
cocciformes reconnaissables comme des Azotobacters, tandis que 
tout le reste du peuplement microbien demeure a l'état de repos. 

Quelle serait la cause active qui assure la prépondérance 
exclusive des microbes fixateurs dans le cas décrit? Une idée 
s'impose, 4 savoir que c’est justement leur pouvoir fixateur qui 
leur permet de s’emparer du carbone assimilable apporté en 
excés dans un milieu dépourvu d’azote, ou plus exactement, 
dans un milieu ot Je rapport Az.:C est tombé a une fraction 
n’assurant plus la nutrition des non-fixateurs. S’il en est ainsi, 
il est probable qu’un apport d’azote détruirait la condilion 
favorable au fixateur. 

Pour vérifier cette maniére de voir on fait l’expérience 
suivante : 

On prend cing portions de 50 grammes de ferre témoin, poids 
sec; on incorpore & chacune Ogr.5 de glucose pure; on raméne 


le taux d’humidité a optimum en ajoutant de l'eau distillée, 


' pure-dans la premiére, tenant en dissolution des doses crois- 
santes de nitrate de potasse, pur et sec, dans les autres. On a 
pearnsyt' 
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GLUCOSE NITRATE Az RAPPORT RAPPORT 

PORTION en en en Az: Glucose Az:C 
grammes milligrammes milligrammes p- 100 p. 100 

. pr Seay 6 0,5 0 0 » pa, : 

“ak RA ER » 18,0 2,5 0,5 41 25 

3 » 36,0 5,0 1,0 2,5 

4 » 54,0 To 1993) Kaus 

De Stet 3 » 72,0 10,5 2,0 5,0 


Les traces infinitésimales d’azote assimilables présentes dans 
la terre témoin, qui ne sont pas prises en considération, ne 
pourraient pas changer sensiblement les rapports indiqués. 

Les cing portions disposées dans les boites Petri de 9 centi- 
métres, comme il a été décrit antérieurement, sont tenues a 
Pétuve & 28-30. 

Au bout de vingt-quatre heures, on fait un premier examen 
microscopique. 

La portion 1 ne laisse voir encore aucune réaction. 

La portion 2, & dose minime d’azote, présente déja une pul- 
lulation notable de bacilles, dont il y a une vingtaine par 
0,1 mm? de la préparation. On ne voit pas de coccus Azoso- 
bacter (voir pl. V, photogr. n° 5). 

Quant aux portions 3, 4, 5, elles sont déja complétement 
envahies par des bacilles qui couvrent en masses innombrables 
tous les champs de la préparation : tableau d’une riche culture 
(Voir pl. V, photogr. n° 6). 

Second examen au bout de quarante-huit heures. 

Portion 1. Un gros coccus-Azotubacter a fait son apparition: 
30 & 50 par 0,1 mm?, soit plusieurs centaines de millions par 
oramme. 

Portion 2. Mémes bacilles qu’hier, réduits & des ombres; 
prennent mal la coloration. Nombre non accru. 

Troisiéme examen au bout de soixante-douze heures. 

Portion 1. Maximum de pullulation d’Azotobacter. Densité 
non inférieure 4 2 milliards par gramme. Aspect d'une cul- 
ture pure. 

Portion 2. Le bacille sans. changement. L’Azotobacter. est 
apparu en petit nombre évalué 4 75 millions par gramme. 

Les portions 3-5 n’ont plus présenté aucun changement 
aprés la pullulation quasi explosive des premiéres vingt- 
quatre heures, . 
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Au bout de trois jours, l'état de toutes les cultures sponta- 
nées devient slationnaire. L’expérience est terminée. 


Nous avons décrit avec quelques détails cette expérience, 
car elle est typique et facile & reproduire. Elle démontre, d'une 
maniére décisive, gue apport de doses minimales d’azote com- 
biné a pour effet immédiat de modifier dun seul coup la nature 
des pullulations dans le sol. 

Il a suffi d’une dose d'azote nitrique n’atteignant que 
5 p. 100.000 du poids de la terre, ne dépassant que légerement 
1 p. 100 du carbone assimilable ajouté, pour retarder la pullu- 
lation de l'Azotodacter et la réduire a environ 1/25 a ce qu'elle 
était sans azote. Une dose double a déja complétement sup- 
primé tout développement de ce fixateur. 

Cest done l’azote disponible qui régle comme cause immé- 
diate la pullulation des deux groupes antagonistes, en présence 
d’un excés de matiére énergétique. Aussitdt que le rapport 
Az:C approchera ou dépassera 1:100, ce sont les bacilles qui 
envahiront le milieu, tandis que, plus ce rapport sera réduit, et 
plus la victoire sera assurée ala partie adverse. 

Sil en est ainsi, l’apparition de bacilles dans’une terre enri- 
chie de carbone assimilable devra étre envisagée comme un 
indice d’azote disponible, et c’est ce qui explique la pullulation 
précoce de formes bacillaires, que nous avons signalée dans 
notre terre additionnée de mannite ou de glucose; nous rap- 
pelons qu'elle a lieu toujours avant les Azotobacters, quand on 
n’en voit encore aucun, mais elle est insignifiante et passagere, 
car les traces d’azote sont vite consommées, ce qui arréte la 
pullulation des bacilles, en laissant le champ libre aux fixa- 


~teurs. 


BN 


Un point reste encore a éclaircir. On comprend qu'un 
minimum d’azote combiné est indispensable aux non-fixateurs, 
mais le fait que des doses minimes d’azote nitrique paraissent 


- entraver le développement des Azo/obacters jusqu’a le sup- 


primer complétement semble de prime abord énigmatique. 
D’autant plus que des expériences de culture pure ont démontré 


" , que des-doses de nitrates plus importantes ne font que favoriser 
* les cultures; et si elles tendent & abaisser le gain net en azote 
_ fixé, ce qui est facile & comprendre, elles ont pour effet 


470 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


l'éclosion de cultures surabondantes. Les souches cultivées 
différeraient-elles tant sous ce rapport des souches originaires? 

On n’a pas besoin de recourir & cette supposition, l’expli- 
cation du fait étant toute simple et facile & démontrer. Elle est 
4 chercher dans I’écart énorme entre les énergies de pullulation 
des deux groupes. Avec de l’azote & leur disposition, les 
bacilles banaux (des groupes subtilis, mycoides, cereus, mesen- 
tericus, etc.) arrivent toujours bons premiers, sauf, bien 
entendu, dans les milieux acides. Pour se faire une idée de la 
rapidité avec laquelle ils pullulent spontanément dans le milieu 
terre, il est instructif d’ajouter & 50 grammes de terre une 
faible dose de peptone (0 gr. 2 a 0 gr. 5) et d’en faire des 
examens microscopiques a partir de trois-quatre heures d’étuve 
& 30°. Au premier examen la pullulation d’un gros_bacille 
filamenteux est déja notable (voir pl. V, photogr. n°? 7). Au 
second, au bout de cing & sept heures, la terre est envahie par 
des filaments enchevétrés de ce méme bacille (voir photogr. n°8). 

L’allure des Azotobacters est tout autre. Il leur faut, dans les 
conditions optima, toujours plus de vingt-quatre heures pour 
déclencher leur pullulation, et le maximum n’est pas encore 
atteint au bout de quarante-huit heures. Un certain délai 
est évidemment nécessaire pour que leurs colonies enkystées 
(état sous lequel on les trouve le plus souvent dans la terre) 
puissent passer a l'état actif et se disperser, en formant proba- 
blement des cellules mobiles. La conséguence nécessaire de 
celle différence dallure est lépuisement rapide du milieu 
avant lentrée en scéne des fixaleurs, dans tous les cas ow les 
bacilles sont en état de se mettre a Louvre, soit quand ils 
trouvent dans la terre l'azote combiné qut leur est indispensable. 
La matiére énergétique consommée, les Azolobacters n’arrivent 
plus a pulluler. 

Nous retrouvons donc, & la base des facteurs biologiques du 
processus de fixation, le méme principe qui régle l’activilé des 
différents groupes d’agents microbiens et la succession des 
phénoménes, et qui est la concurrence vitale, la lutte pour 
Valiment. 


Les cultures sponlanées que nous avons décriles sont faciles 


a obtenir avec des ¢erres d Azotobacters ou terres actives, comme ~ 
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nous allons les désigner, en soulignant ce caractére biologique 
important d’héberger et nourrir ces microbes et sans préjuger 
encore des conditions physico-chimiques qui déterminent cette 
aptitude. 

Elles sont trés fréquentes sur le plateau de Brie. De nom- 
breux échantillons nous sont parvenus d'autres régions du pays, 
ainsi que de pays éloignés et de continents différents. Avec 
tous les cultures spontanées des A sotobacters étaient provoquées 
par lesmémes influences. Les pullulations se manifestaient dans 
le méme délai de quarante-huit heures aT étuve a 30°. 

Une seconde catégorie pourrait étre formée par des échan- 
lillons qui ont donné également des cultures spontanées, mais 
beaucoup plus lentes a se faire et beaucoup moins abondantes. 
On a observé plusieurs gradations sous ce rapport, en com- 
mencant par celles qui ne laissaient remarquer une pullulation 
notable que vers le troisiéme jour, jusqu’a celles qui ne pré- 
senlaient que quelques cellules pour 0,1 mm* au bout de 
quatre-cing jours. 

Il y en avait, enfin, une troisitme qui ne donnait, stric- 
tement dans les mémes conditions, absolument aucune pullu- 
lation. 

De ces observations on doit conclure : 

1° Que les terres de la premiére catégorie sont riches en 
germes et qu elles présentent en méme temps un milieu favo- 
rable & leur pullulation, a l’essor de laquelle manque, sew/e, la 
substance énergétique qu'on lui incorpore ; 

2° Que celles de la deuxiéme sont non seulement moins 
riches en germes, mais médiocres comme milieu de culture 
spontanée; car autrement, méme un nombre restreint de 
germes aurait fini par pulluler abondamment dans un délai 
plus long, ce qui n’est pas le cas; 

3° Enfin, que celles de Ja derniére pourraient étre dépourvues 
de germes, ou bien présenter un milieu impropre a la pullu- 
lation de ceux qui s’y sont conservés. 

Pour décider si c'est le manque de germes ou les qualités 

chimiques de la terre qui sont en jeu, il n’y aqu’a avoir recours 

aux plaques auxiliaires, e’est-’-dire ensemencer les terres en 
4 > question directement sur silico-gel électif, ce dont nous trai- 
* terons en détail dans le chapitre suivant. . 


33 


472 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Si des colonies d’A zotobacters, apparaissent sur les plaques, la 
présence de germes viables sera démontrée, et il n'y aura qu’a 
incriminer la terre méme de leur origine si la culture spontanée 
fait défaut. 

Si, au contraire, la terre ne donne aucune colonie sur le gel 
électif, on y verra un cas d’absence de germes, dont les causes 
profondes seront A chercher dans l’absence durable des condi- 
tions nécessaires 4 l’existence de ces microbes. 

Ce fait, gwel y a des terres bonnes a ensemencer le gel électif, 
mais impropres a la culture spontanée, est important & noter. 

D’un cété, il nous renseigne sur ]’état des germes dans leur 
terre, sils y sont actifs ou en repos, car il est bien probable 
que, dans une terre impropre a la culture spontanée, ils ne s’y 
maintiennent qu’a l'état inactif, et inversement. 

D’un autre, il nous fait qualifier la terre comme infertile 
pour les fixateurs, qui se refusent & y pulluler, tandis quils 
pullulent énergiquement hors de leur terre. 

La question se pose ainsi de chercher ce qui manque Aa cette 
terre infertile, par exemple, les amendements qui lui rendraient 
aptitude & produire des cultures spontanées. 

La substance énergétique employée et toutes les conditions 


en général maintenues constantes dans toutes les expériences, - 


ce n’est que de la composition minérale de la terre qu'il peut 
s’agir dans ce cas ou de ses qualités physiques. Les recherches 
exécutées jusqu’a ce jour par l’ancienne méthode portent a 
diriger les expériences vers trois points principalement : la 
réaction du sol, sa basicité (taux du calcaire) et sa teneur en 
acide phosphorique assimilable. 

Des études dans cette direction sont en cours. 

Les résultats déja acquis portent & penser que la méthode de 
culture spontanée, directe et rapide, pourra fournir des infor- 
mations utiles sur les qualités de la terre qui intéressent non 
seulement les fixations, mais la culture en général. 


ConpiTions ANAEROBIES. — Prenons la méme quantité de. terre 
additionnée de mannite ou de glucose dans une boite de Petri; 
mais, au lieu de régler ’humidité & 18-21 p. 100, saturons-la 
d’eau jusqu’a en faire de la boue. II suffit alors généralement de 
vingt-quatre heures a l’6tuve & 30° pour qu’on la trouve bour- 
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soufiée par des bulles de gaz; on percoit une odeur butylique 
ou butyrique. L’agent de cette fermentation est des plus faciles 
a découvrir dans la moindre parcelle de boue. On en fait une 
suspension, centrifugée ou non; on séche une gouttelette sur 
lamelle, on fixe par de Valcool, on colore par l’érythrosine 
phéniquée. On trouve dans la préparation tous les slades de 


Bree 4. 


développement du Clostridium : articles bacillaires colorés en 
rose vif, cellules renflées en fuseau, colorées rose pale, sans 
grains sporogénes et avec grains logés dans la pointe des 
fuseaux et colorés en rouge (voir pl. VI, photogr. n° 9). 

Si, au lieu de l’eau, on examine la préparation dans du 
liquide iodo-ioduré étendu, a peine jaune, les fuseaux chargés 
-de granulose prennent une teinte bleue ou violette trés foncée, 
tandis que les jeunes articles et les grains sporogénes restent 
roses Ou rouges; les préparations sont trés élégantes. 

abs puitulation del’un ou l’aulre des représentants du groupe 
est constante dans ces conditions, plus constante qu’avec le 
groupe aérobie. Mais elle n’a lieu que quand les interstices de 
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la terre sont remplis d’eau et, partant, que son échange gazeux 
est ramené 4 celui d'un liquide. On est donc en mesure de pré- 
voir que c'est l’aération qui réglera la pullulation des fixateurs 
aérobies et des anaérobies, et. qui décidera de la prédominance 
de l'un ou de l’autre groupe dans le milieu sol. 

La méthode la plus démonstrative pour faire ressortir ces 
relations et qui a le mérite de se rapprocher des conditions 
naturelles, c’est de faire pulluler les deux groupes dans une 
méme colonne de terre, ramenée a différents degrés d’humidité 
et enfermée dans des cylindres de longueurs différentes. Nous 
avons déja mentionné cette méthode dans une note présentée a 
l’ Académie des Sciences, ainsi que dans notre premier mémoire, 
et nous y revenons pour décrire en détail les cultures sponta- 
nées auxquelles elle donne lieu. 

Nous rappelons qu’on s’est servi de eyictees en verre de 
5 centimétres de diamétre, longs de 10,15, 20 et 25 centimétres 
(voir fig. 1). . 

Pour. les charger, on bouche l’un des bouts avec un bouchon 
de liége bien paraffiné, et on remplit & hauteur voulue avec de 
la terre additionnée de mannite ou de glucose et ramenée au 
degré voulu d’humidité. La terre (tamisée par le tamis n® 10 a 
14) est tassée au fur et & mesure du remplissage, en frappant 
des coups répétés par le bout inférieur bouché du tube contre 
la table, jusqu’é ce que la colonne de terre ne diminue plus de 
volume. En procédant toujours de la méme maniére, le tasse- 
ment est sensiblement égal dans toutes les expériences. La 
terre se rapproche du degré de compacité qui lui est propre. 
Ainsi, la terre argilo-calcaire de Brie devient si dure, qu'il 
n'est plus possible d’y enfoncer une baguelte & bout arrondi, 
et quelle ne peut étre entamée qu’avec un instrument conton- 
dant. Au moment nécessaire, on fait un examen microsco- 
pique de la couche supérieure d’un cété, de celle du fond d’un 
autre, en enlevant le bouchon paraffiné. On évite ainsi de : 
fouiller la colonne, ce qui en rendrait l’examen microscopique 
défectueux. 

Voici quelques expériences exécutées au moyen de cette 
méthode. 

I. Terre témown a 1 p. 100 de mannite. mumiaite, 18 p. 100. 
Quatre tubes : 
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HAUTEUR 
en centimétres 


Pee OOS ST AMMCS de CEULCy. Reset sigs 8's or syyel recess tease te 4 
ome LUD TaAMMOGs Ce UCRrC c5 bowen cd seats sae ie iieean eee 9 
See pur ML ANU OSEG ORUELUC ttre rts cteie acy ions ee Meee a ee ae 
&.) 2300 prammesidé: lekre. G:. OMe ee eeare Sika 14 


Etude microscopique au bout de trois jours d’étuve : riche 
pullulation d’ Azotobacter dans tous les tubes, autant a la sur- 
face que dans la couche du fond, jusqu’’ 14 centimétres de 
profondeur. De Clostridium, nulle part. Voir planche VI, pho- 
togr. n° 10. 

Ul. Terre témoina 1 p.100de mannite. Humidité, 20,4 p. 100. 
Quatre tubes : 


HAUTEUR 
en centimétres 


Leto Over ammeseGe- terre i. tr ag ho a es ke ee ue 5 
WorcoureRammes de PELNec. a0 on - NOE a) SOUT Uo 10 
premooluserammes de terres. . .f. 4.0 Sete) eh eaaiiaie JUS 13 
Lam ORORAMMTMeS Cenvernetae «ci aydets s\ceeatrie: Vs tenes bs) < blk 2 16 


Etudes au bout de trois jours d’étuve. 

Tube n° 4. Surface : Azotobacter, des milliards; aucun C/os- 
tridium. Fond: pullulation modérée de Clostridium, pas 
d’ Azotobacter. En enlevant le bouchon, odeur butyrique pro- 
noncée. Le photogr. n° 11, pl. VJ, reproduit le peuplement de 
la terre du fond. 

Au bout de cing jours d’étuve, des poches de gaz se sont 
formées dans tous les tubes. Une odeur butyrique est percep- 
tible partout, du cdté du bouchon, ainsi que du cété du tampon. 
Dans le tube 1, sous le bouchon, on constate une pullulation 
de Clostridium, mais pauvre. Dans le tube 3, couche du fond, 
on trouve un mélange de Clostridium et d’Azotobacter; quel- 
ques cellules de ce dernier, par champs, juste comme on le 
voit sur le photogr. 9 (qui n’est pas une préparation de terre). 

Les préparations de la couche supérieure présentent, dans — 
~ tous les tubes, le tableau d’une riche culture d’Azolobacter, dont 
on évalue la densité 4 4 1/2-2 milliards. 

- JI. Deux tubes de 25 centimétres chargés de terre a 1 p. 100 
; ‘de glucose. Humidité, 15,5 p. 100. Les deux recoivent la méme . 
quantité de terre : 
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HAUTEUR 
en centimétres 


4.29600 ‘grammes derterres eit. ‘See Se. cae 23 
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Au bout de trois jours d’étuve : 

Tube n° 1. La pullulation d’Azotobacter a envahi toute la 
colonne jusqu’au fond. Dans la couche du fond, elle est pauvre 
et composée d’une forme de petite taille. Quant au Clostridium, 
il parait manquer. On ne pergoit aucune odeur butyrique en 
enleyant le bouchon. 

Au bout de cinq jours. Tube 2 : méme résultat. Ni poches 
gazeuses, ni odeur. 

IV. Deux tubes de 10 centimetres chargés de terre glucosée 
a1 p. 4100. Humidité, 23 p. 100. 


HAUTEUR 
en centimétres 

t,...200.grammesideterre. 0125.7.) eee ei eee tea 8 

2. 200, grammes ide. térre. 60/400, Poe eee eee oe 8 


Au bout de quinze heures d’étuve, on trouve déja des poches 
de gaz dans les deux colonnes. Deux heures se passent encore, 
et les colonnes sont soulevées et réduites a l’état d’une pate 
feuilletée grossiére. Forte odeur butyrique du cété du tampon. 

Examen au bout de deux jours: 

Tube 1. A la surface, quanlité modérée de Clostridium ne 
dépassant pas une cinquantaine de millions par gramme de 
terre. Au fond, le nombre est quatre 4 cing fois plus grand. 

Examen au bout de trois jours : 

Tube 2. Pullulation de Clostridiwm & la surface et au fond, 
atteignant 1-2 milliards par gramme le terre. L’Azotobacter 
reste introuvable, méme a la surface. 


Comme le démontrent suffisamment ces quelques expé- 
riences, l'eau absorbée par la terre est Je facteur immédiat qui 
fait monter ou descendre le niveau de l’anaérobiose dans la 
terre. Ainsi, comme nous l’avons vu, & 15,5 p. 100 d’humidité, 
ce niveau est descendu au-dessous de 23 centimétres; a 48, il 
est remonté a environ 16 centimétres; 4 20,4, il a été & environ 


5 centimétres sous la surface; enfin a 23, il a été a la surface 
méme. 
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De leur cété, les fixateurs aérobies ont envahi toules les 
régions du cylindre au-dessus de ce niveau. On a vu qu’ils ont 
donné des cultures spontanées & 20-23 cenlimétres de profon- 
deur dans la terre bien tassée, quand son humidité était prés de 
15 p. 100; & 16 centimétres, quand l’humidité était prés de 
18 p. 100; et ce n'est que vers 20 p. 100 qu’ils commencent a 
eéder le terrain aux anaérobies, pour leur laisser toute la masse 
de terre libre & 23 p. 100. 

La capacité totale pour l'eau de la terre argileuse de Brie 
étant de 48 p. 100 du poids sec, on peut dire que, tassée comme 
nous l’avons fait, elle reste un milieu propice pour les aérobies 
jusqu’a 38-40 p. 100 de la capacité totale. Au-dessus de ce 
degré, le point critique est. vite atleint : & 42 p. 100, l’anaéro- 
biose n'est séparée de la surface que par une couche de quel- 
ques centimétres; enfin, 4 48 p. 100 de la capacité totale, la 
terre devient franchement un milieu de culture pour anaé- 
robies. 

Ces chiffres, bien enlendu, n’ont rien d’absolu. Ils varieront 
selon les terres employées, les substances incorporées, le degré 
de tassement, etc. C’est surtout le taux d’argile qui augmente 
Vaplilude des terres & servir de milieu de culture pour les anaé- 
robies, comme nous l’ont montré des expériences directes (voir 
chapitre suivant). 

Tout de méme, en appliquant nos observations a la pratique 
agricole, on peut admettre que toute la couche ameublie par 
les instruments aratoires reste, pour la grande majorité des 
terres, un milieu favorable aux fixateurs aérobies; elle ne 
cesse de l’étre qu’a certaines périodes d’humidité excessive. 


Nos observations sur les cultures spontanées, réunissant les 
deux groupes de fixateurs, nous conduisent 4 aborder une ques- 
‘tion intéressante : celle de leurs rapports mutuels. Il est a 
croire qu’ils doivent se confronler assez souvent dans le sol. 
Car, s'il est certain que les aérobies ne pénétreut pas dans la 
région mal aérée, la pénétration des anaérobies dans un 
- miliew relativement aéré, sous la protection des aérobies, est un 


fait démontré. Et il est clair que, plus la pullulation de ces 


- derniers sera massive, plus la protection sera efficace. !1 y aura 
- donc souvent dans le sol des régions ot les deux groupes 
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seront mélés et ow le processus revétira un caractére double ou 
mixte, sil’on veut. 

La question des associations microbiennes a élé beaucoup 
agitée par rapport au phénoméne de la fixation. Depuis les pre- 
miéres recherches qui ont démontré que le Clostridium se 
développe normalement dans une couche de liquide peu 
épaisse, & condition d'avoir des bacilles aérobies comme asso- 
ciés, on Il’a combiné & nombre de microbes différents. On n’a 
pu que constater que toutes les espéces aérobies pouvaient 
remplir, plus ou moins, ce réle de protecteurs. 

Apres la découverte de |’Azotobacter, M. Beijerinck ne recon- 
nut pas & ce microbe le pouvoir fixateur, dont il dota les 
especes gui l’'accompagnaient dans le liquide mannité. Quand 
ce pouvoir fut établi pour Azotobacter, plusieurs expérimen- 
tateurs eurent l’occasion de noter que les cultures brutes, 
issues récemment de la terre, fixaient mieux que les cultures 
pures du microbe, et ce ful alors le point de départ d'une suite 
d’expériences d’associations. Les avantages que pourraient en 
tirer les Azotobacter (hormis l'association avec les algues ou avec 
les ferments de la cellulose en présence de ce corps) restaient 
dans ce cas complétement obscurs. Cependant, nombre de com- 
binaisons comme, par exemple, avec un certain Radiobacter ou 
avec le Dematium pullulans, ou avec d’autres encore, auraient 
donné un résultat positif, en augmentant le rendement en azote 
fixé. ll est pourtant difficile d’accepter ces résultats sans réserve, 
la comparaison desrendementsne s'appuyant quesur des données 
relatives et trés variables. En tout cas, ces combinaisons, toutes 
artificielles, ne présentaient que l’intérét d’une expérience de 
laboratoire, sans application directe & la microbiologie du sol. 

La seule combinaison bien réelle, cest celle des deux 
groupes de fixateurs entre eux, comme il ressort des observa- 
tions que nous venons de décrire. Et c’est le moment de dire 
que M. Oméliansky a su la prévoir, en se basant sur des expé- 
riences de culture pure dans la solution minérale 2 p. 100 de 
dextrose. fl a consacré la question des études étendues (1) 


(1) Fixation de Pazote atmosphérique par les cultures mixtes. Archives des 
Sciences biologiques publiées par l'Inst. Imp. de Médecine expérimentale 
t. XVII, 1915. Voir aussi : La fixation de l’azote atmosphérique par les 
microbes du sol. Monographie. Petrograd, 1923 (en russe). 
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Apres avoir essayé plusieurs satellites déja réputés tels, sans 
résultats appréciables, il donne préférence 4 lacombinaison des 
fixateurs qui lui parait la plus naturelle et, on pourrait dire, la 
plus logique, en considérant : 1° qwils doivent se relrouver 
souvent dans le milieu sans azote; 2° qwils sont synergiques 
au point de vue du processus; 3° que l’anaérobiose de l'un est 
protégée par l’aérobiose de l'autre; enfin 4° que l’action aci- 
dogéne de |’un est compensée par l’action alcaligéne de l'autre. 

Toutes ces raisons sont, certes, valables, et en effet quelques 
expériences lui ont donné, pour cette combinaison, des gains 
légérement supérieurs. Le taux des rendements est pourtant 
resté trés faible, ce qui ne rend pas les expériences concluan- 
tes. En effet, quand la récolte est mauvaise, il est difficile de 
parler de conditions favorables, méme si elle est moins mau- 
vaise qu’une auire qu’on prend pour comparaison. La notion 
d’un processus normal ou standart a manqué & cet auteur, 
ainsi qu’a d’autres, ce qui a rendu les résultats difficilement 
appréciables a I’égard des facteurs prétendus favorisant ou 
entravant. 

Ce qui est bien certain, c’est que Ja combinaison des deux 
groupes de fixateurs est un phénomene tres fréquent, tant dans 
le milieu sol que dans tous les milieux électifs. Nous retrou- 
verons celte co-pullulation sur nos plaques sous une forme trés 
caractéristique. Quant a leurs relations muluelles, elles se sont 
présentées plutét sous l’aspect si général de la lutte pour l’ali- 
ment. La question exige pourtant des études spéciales, qui sont 
en train. 


Ill. — Expériences de culture sur plaques. 


Pour étudier le fonctionnement d’un appareil, on se garde de 
démonter ses rouages, — vérité bien banale, qui est valable 
-pour les appareils de tout genre, y compris lappared micro- 
bien fixateur d’une terre. C’est dire que ce ne sont pas les cul- 
tures pures qui pourraient conduire au but. D’autre part, la 


Ee, difficulté serait trop grande de suivre son fonctionnement, en 


expérimentant avec de la terre & l'état naturel, milieu trop 
complexe et d’un contréle malaisé, au point de vue chimique 
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surtout. Force est donc de faire travailler Vensemble des 
agents en dehors du milieu sol, en les disséminant avec Jes 
particules du sol méme sur un milieu électif, ou leur pullulation 
et leur activité pourraient se dérouler devant les yeux et étre 
aisément suivies. 

Au surplus, le procédé a le mérile incontestable d’éviter 
toute manipulation pouvant opérer une sélection, ou méme 
une dégénérescence, car il fait entrer en fonction les microbes 
spécifiques & leur état naturel ct en maintenant leurs rapports 
numériques originaires. 

Nous avons déja préconisé dans nos publications antérieures 
(voir premier mémoire) l'emploi obligatoire d’un milieu solide 
a base de silico-gel, dont nous allons maintenant indiquer la 
formule et les modes d’emploi. 

Nous décrirons surtout en détail les végétations microbiennes 
qui y apparaissent & la suite de inoculation avec de la terre. 

Nous avons réussi depuis 4 provoquer la formation de colo- 
nies visibles d’ Azotobacter sur leur terre d’origine, moulée en 
petites plaques : mode de culture spontanée macroscopique, 
dont on verra l’utilité. 

Nous donnerons enfin quelques indications concernant la 
cullure des anaérobies sur plaques de silico-gel. 


PLAQUES DE SILICO-GEL NUTRITIF. — Le mode de préparation du 
gel en mélangeant le silicate et |’acide et en soumettant la 
plaque solidifiée & un lavage prolongé nous parait toujours le 
plus simple et pratique. Pour le transformer en milieu de cul- 
ture, on l’imprégne d'une solution de sels environ cing fois 
plus concentrée que de coutume, soit : 


Phosphate monopotassique........... Overs 5 

Sulfate dé«magmésio yey 3.0 Seecarcmen sera. tetas 
@hionunende sodas acs Sar ine sare ae 0 gr. 3 
Sulfatesde sere cere tice eee eee aa a ea Traces. 
Sulfatesdevmanganese aa. soaker ral. tretd See Traces. \ 
Bani distilleecrs wwn ty ey ea ewe aes 100 cent. cubes. 


Le pli de cette solution est 4,9 & 5,0. On le raménera a 
7,3-7,5 au moyen de quelques goultes d’une solulion de 
potasse. On peut prendre la méme quantilé de phosphate 
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bipotassique, ce qui donnera d’emblée le pH voulu; mais le 
phosphate acide est mieux cristallisable et plus facile & avoir 
pur, et il ne précipite pas la solution, ce qui a quelque impor- 
tance quand on veut la garder en réserve. 

Cette solution minérale est additionnée, au moment de s’en 
servir, de mannite, glucose, ou d’une autre substance, et de 
carbonate de chaux pur en poudre fine. 

Pour préparer une plaque de Petri de 9 cent. cubes de dia- 
métre, la marche de l’opération est la suivante : on verse 
15 cent. cubes de silicate dans 15 cent. cubes d’acide chlorhy- 
drique en agitant; on laisse au repos sur un plan horizontal 
Jusqu’a la prise; on lave & l’eau courante, puis a l’eau distillée 
bouillante jusqu’a la disparition de la réaction du chlore dans 
Teau de lavage. Pour imprégner la plaque qui doit étre bien 
solide et wibrante, on verse 2 cent. cubes de la solution miné- 
rale dans une petite fiole (capacité 60 cent. cubes, modéle Four- 
neau), on y jette 0 gr. 5 de mannite (ou autre substance) et 
0,1-0,2 de CaCO,, on laisse tomber II gouttes d’une solution de 
potasse & 2 p. 100 (si on a pris le phosphate acide); on ajoute 
un peu d’eau distillée, on fait bouillir quelques minutes, et on 
Jette, en agitant, le liqnide bouillant sur la plaque. Il n’y a 
alors qu’a laisser la boite ouverte sur la plaque métallique 
de l’étuve Roux pendant plusieurs heures, jusqu’a |’évapo- 
ration de la nappe liquide. On interrompt le séchage aussitot 
que la surface du gel a pris un aspect mat et sec, pour ne pas 
risquer de la voir se fendiller, ce qui rendrait la plaque inuti- 
lisable. | 

Sil s'agit de préparer.une grande plaque (Petri 20 centi- 
métres) qui demande 200 cent. cubes du mélange et un lavage 
beaucoup plus long (deux-trois jours), on prend 10 cent. cubes 
de la solution, 2 grammes de mannile, 0,5 4 0,7 de CaCO,, 
‘0c.c. 8-0c.c.9 de potasse & 2 p. 100 (si on a pris le phosphate 
acide); le tout mélangé dans une petite fiole, bouilli et jeté a 
l'état bouillant sur la surface de la plaque. 

Pour les expériences. quantitatives avec dosage final d’azote, 
la mannite est pesée & J’état sec et pandue directement sur la 


“. surface de la plaque, ov elle fond en imprégnant le gel. Ce n'est 


ae qu’alors qu'on l'inonde avec la solution bouillante, tenant en 
’ “ suspension le carbonate de chaux. En procédant ainsi, on évile 
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les rineages de la fiole, ainsi que toute cristallisation de la 
mannite sur la paroi verticale du vase apres le retrait de la 
nappe liquide. 

Ces deux dimensions des plaques sont employées de préfé- 
rence. Plus rarement, des Pétri de 15 centimétres chargés de 
400 cent. cubes de mélange et recevant 1 gramme de mannite. 
Pour les aérobies, on les charge de 200 cent. cubes pour avoir 
une couche de gel plus épaisse. 

Avant de décrire les observations qui se rapportent a ce 
genre de culture, nous tenons & écarter tout doute sur la clarté 
des résultats qu’elle peut donner. Habitué a opérer tout autre- 
ment, maint microbiologiste pourrait lui reprocher absence 
d’une stérilisation et d’une antisepsie rigoureuses et surtout la 
difficulté de s’orienter entre les pullulations hétérogénes 
apparues sur les plaques, et partant, d’attribuer & l’une ou 
l'autre le réle principal. Nous verrons qu’il n’en est rien : que 
le paysage microbien est des plus facile a déchiffrer, qu’on y dis- 
tingue toujours Jes mémes éléments diversement combinés, 
nombreux dans certains cas, moins nombreux ou absents | 
dans d’autres, mais toujours facilement identifiables. Etalées 
comme elles le sont devant les yeux, facilement accessibles 
a l’examen, les végétations qui jouent le premier réle s’im- 
posent, pourrait-on dire, d’elles-mémes, d’autant plus que 
leurs colonies sont reconnaissables par leur seul aspect macro- 
scopique. 

Pour en donner une idée aussi compléte que possible, nous 
allons les décrire dans la suite en détail, en illustrant la des- 
cription par des photogrammes pris sur des préparations de 
colonies développées sur plaques. 


Les plaques de 9 centimétres nous servent & trois fois : 

a) Découvrir les Azotobacters dans le sol; 

6) Se faire une idée sommaire de leur densité dans leur 
milieu ; 

c) Isoler les souches dont se composent les cultures spon- 
tanées au sein de la terre. 
On les inocule ordinairement avec des grains de terre (voir 
premier mémoire, p. 349 353) dont on dépose sur la surface 
un nombre rond — une cinquantaine ou une centaine — en 
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rangs réguliers, ce qui permet de juger du premier coup d'eil 
le nombre des grains ferliles. 

Les colonies Azotobacters sont reconnaissables au bout de 
guarante-huil heures &@ 28-30°. Elles se présentent sous forme 
d’un mucus plus. ou moins épais. ayant le grain pour centre et 
atteignant déja prés de 1/2 centimétre de diamétre. En s’agran- 
dissanl et en se bombant, elles forment la seule végétation 
importante sur la plaque. 

Le plus souvent, on n’y distingue aucune autre formation. 
Mais parfois on y voit paraitre précédant les Azotobacters, 
quelques colonies d’Oligonitrophiles qu’on caractérisera tout a 
Vheure. Pour le moment, il suffira de dire que leurs colonies 
restent insignifiantes et n’ont aucune tendance a s’agrandir, 
contrairement aux fixateurs, et que la différence entre les deux 
est tranchée. 

En faisant des préparations des grandes colonies entourant 
les grains, on est frappé par leur pureté. Elles nous ont sou- 
vent fait limpression d’étre plus homogénes et caractéristiques 
que les cultures en tubes d’Agar, étiquelées pures, recues de 
divers laboratoires, ou biea préparées et gardées dans le notre, 
lesquelles sont souvent souillées par des pullulations tardives 
de germes étrangers reslés latents depuis l’ensemencement, ou 
rendues hétérogénes par dégénérescence (autolyse?) du microbe 
si sensible. 


Le mode de coloration des Azotobacters, le plus rapide et 
le plus pratique, consiste & employer |’érythrosine phéniquée, 
ou la gentiane aqueuse trés étendue, ou bien a faire une colo- 
ration double avec ces deux colorants. Le premier ne colore 
que le corps protoplasmique, laissant la membrane, la capsule 
eélatineuse, le mucus enrobant la cellule, incolores et invi- 


‘sibles; les préparations sont dune purelé et d’une nettelé 


remarquables, sans jamais étre surcolorées, ce qui génerait dans 


bien des cas. Il suffit d’enlever le colorant par un bain de 


quelques instants dans un verre d’eau. La gentiane, tout en 


-eolorant intensément le protoplasme, colore aussi plus ou 
+moins toutes ses enveloppes, jusqu’au mucus enrobant 


les colonies ou qui s’en est aétaché; les préparations sont 


souvent surcolorées et sales; elles exigent des lavages avec 
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des décolorants, si on n’a pas pris soin d’employer une solution 
tres étendue, transparente, en Ja faisant agir un temps 
trés court, une dizaine de secondes jusqu’é une demi-minute. 
Pour avoir une coloration double, on en verse quelques 
gouttes sur une préparation déja colorée a |’érythrosine, et on 
V'éloigne aussitdt en immergeant la lamelle dans de l'eau. Il 
suffit de ce court lavage & la gentiane pour rendre visibles les 
capsules et Je mucus habillant les cellules, lesquelles restent 
roses (en prenant une teinte plas foncée), tandis que leurs enve- 
loppes sont teintées bleu-violettes. 


Les photogrammes 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, dont nous 
prions de lire les légendes, représentent les formes dont se 
composent les différentes colonies. L’homogénéité des cellules 
dans chaque préparation ne laisse rien a désirer, tandis que, 
d'une colonie & l’autre, on remarque des différences de taille, 
de forme, de structure, qui font supposer qu’on a affaire a 
plusieurs espéces ou variétés différentes (remarque qui fait 
pendant 4 lobservation déja faite a l’égard de la culture spon- 
tanée). Nous verrons tout & l’heure & loccasion des grandes 
plaques que Jes colonies présentent également des caractéres 
macroscopiques différentiels assez marqués. Toutefois, on n’a 
pas de scrupules & incorporer toules ces formes, dont la proche 
parenté ne parait pas douteuse, dans le genre Azotobacter, 
dont la morphologie, soit dit en passant, est encore imparfai- 
tement étudiée. Leur fonction fixatrice n’est également pas 
douteuse. 


On a donc, en se tenant a ces indications, un procédé rapide 
et simple pour découvrir les fixateurs aérobies dans le sol et 
pour en avoir immédiatement des colonies suffisamment pures 
quand il s’agit d’expériences dans un milieu sans azote. 

La proportion des grains fertiles et slériles renseigne en 
méme temps sur la densit? relative de ces microbes dans le sol. 
Ainsi, dans les terres bien peuplées, le taux p. 100 des graines 
fertiles atteint 25-30, s’élevant plutot rarement A 50. Aucune 
terre naturelle ne nous a encore donné 100. Ce nombre 
n’apparait que quand ils'agit d’une terre mannilée, ayant fourni 
une culture spontanée (voir fig. 2). 
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- Enfin, le méme procédé peut servir, s’il s’agit de faire repul- 
luler sur plaque une forme trouvée dans la terre apres addi- 
tion d'une substance énergétique; il n’y aurait qu’a en déposer 
des grains sur une plaque imprégnée de cetle méme substance, 
pour provoquer le développement de la forme qui parait s'y 
accommoder mieux que les autres. Et il parait encourageant de 


Fic. 2. — Plaque silico-gel mannilé inoculée par des grains de terre 
mannitée tenue a |’étuve deux jours. Pe 


varier ces substances dans l’attente de faire varier, dans les 
limites de ce groupe, les formes des pullulations. Des expé- 
riences étendues dans cette direction pourraient conduire, a 
notre avis, & une connaissance plus compléte du groupe des 
-  fixateurs-aérobies. 

; Dans ce mémoire, nous nous bornerons a quelques exemples 
de résultats qu’il est possible d’atteindre par ce procédé : 


\ 
y 
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1° On provogue une cullure spontanée en incorporant 0 gr.5 
de lactate de chaux & 50 grammes de ¢erre-témoin. Voir, sur 
le photogr. n° 4, la pullulation dans la terre d’un coccus Azo/o- 
bacter de 1y.5 de diamétre, soit d'une taille au-dessous de la 
moyenne. L’inoculation sur silico-gel lactatée améne la forma- 
tion de colonies composées d’une forme semblable. V. photogr. 
n° 1.6, pi VG; 

2° Culture spontanée dans Ja terre additionnée d’amidon 
pulvérisé. Pullulation d’un gros diplococcus de 3 » bien 
encapsulé. Inoculation sur silico-gel amidonné en grains. Colo- 
nies composées du méme grand diplocoque-Azotobacter. Voir 
les photogr. n°®* 17 et 18 et légendes. 

3° L’arabinose provoque une culture spontanée assez pauvre. 
On y remarque la tendance & former des capsules épaisses. Elle 
réapparait sur silico-gel arabinosé. Voir photogr. n° 19. 

Il reste & voir s’il s’agit, dans ce cas, de variations instables 
provoquées par l’aliment, ou bien de caractéres fixés par héré- 
dité et se maintenant plus ou moins dans toutes les condi- 
tions. 

Des expériences plus étendues sont nécessaires pour faire 
choix définitif entre les deux interprétations. 


GRANDES PLAQUES. — Ces plaques, d’un diamétre de 20 centi- 
métres, sont destinées : 

1° A évaluer le nombre de colonies naturelles des fixateurs 
aérobies dans 1 gramme de terre (soit, & délterminer leur 
densité) ; 

2° A fournir des indications sur tous les agents de la fixation 
et sur leurs commensaux; 

3° A servir au dosage de l’azote fixé. 

On les a choisies de cette dimension, pour la raison que 
celle-ci permet, sans étre encore encombrante, d’épandre sur 
la surface de la plaque 1 gramme de terre, sans que les parti- 
cules se touchent. En prendre moins d'un gramme ne serait 
guére rationnel, si l’on veut que cet échantillon minime soit 
microbrologiquement représentatif de toute une parcelle de 
terre. En prendre beaucoup plus, sans employer des boites 
plus grandes (ce qui encombrerait l’étuve), aurait le défaut 
non seulement d’encroiiter la surface, mais encore de modifier 


” 


j ‘ 
et 
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les qualités électives du milieu. On se tiendra donc a 1 gramme 
de terre fine, poids sec. 

Encore faut-il prendre tous les soins, pour que cette petite 
dlose soit réellement représentalive de la terre qu’on étudie. 
Sil y a possibilité de prélever l’échantillon sur place, on en 
réunit le plus grand nombre possible de cuillerées, ramassées 
sur toute la surface. On tamise aussitét avec des tamis flambés 
en mélangeant bien chaque portion. La terre fine est recueillie 
dans une grande capsule flambée, et on y préléve la portion 
destinée au dosage de l’humidité et 4 l’inoculation, soit une 
vingtaine de grammes, qu’on fait passer une derniere fois par 
une petite passoire flambée en aluminium, percée de trous de 
1 millimétre. Une dizaine de grammes sont séchés 4 100° pen- 
dant deux heures; Je reste est maintenu pendant ce temps bien 
& Vabri dela dessiccation. L’humidité dosée, on prend de cette 
portion autant qu'il faut pour avoir 1 gramme de poids sec. On 
pése rapidement dans une toute petite capsule flambée, munie 
d’un bec, et on dissémine les particules aussi uniformément 
que possible sur toute la surface, en les faisant tomber par 
Je bee. 

Le milieu est éminemment électif, si |’on a pris, bien entendu, 
le soin d’utiliser des substances pures & sa préparation. De tous 
les microbes du sol, il ne permet la pullulation en colonies que 
de trois groupes qui sont: les fixateurs aérobies, les fixateurs 
anaérobies, les oligonitrophiles, ou mieux, les odigazophiles. 

Commencons par ces derniers, les moins intéressants. 

Le terme oligonitrophile appartient & M. Beijerinck, qui 
Pappliquait & tous les microbes qui apparaissaient dans sa 
solution mannitée sans azote, y compris les fixateurs. Or, il 
parait logique de ne pas confondre les fixateurs vrais, qui sont 


plutot polygazophiles, mais qui puisent leur azote & une source 


inaccessible & la grande majorité des microbes, — avec des 
tres réellement capables de tolérer, si ce n'est de préférer un 
taux d’azote, ou plus exactement un rapport Az: C, inférieur a 
celui gu’exige cette majorité. Ce n’est qu’a ce dernier groupe 


«, physiologique que nous appliquons le terme d’oligazophiles. 


‘Un ne manquera pas de trouver sporadiquement sur ces 


- plaques au moins trois formes : 


mish Un bacille & bouts arrondis long de 2-3 u, large d’envi- 
Re 34 
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ron 1 », formant des colonies rondes, bombées, hémisphé- 
riques, hyalines et brillantes, ayant l’aspect de boutons de 
verre. Elles sont si résistantes qu il est difficile de les entamer 
pour le repiquage, l’aiguille enlevant plutdt la colonie tout 
entitre. Ces particularités permettent de les reconnaitre au 
premier coup d’eil. En écrasant une colonie, en séchant sur 
lame ou lamelle, et en colorant, on voit les bacilles disposés 
parallélement et trés espacés dans une masse sans structure qui 
est une gomme, d'aprés |’étude qu’en a fait M. Mare Souleyre. 
apres avoir obtenu des cultures massives de ce bacille. Ceci ne 
présente aucune difficulté, 4 condition d’ajouter un taux modéré 
d’azote ammoniacal & la mannite ou au glucose. On le désigne 
depuis, au laboratoire, par le nom de Bacille gommeuzx. Rien 
qu’en examinant les préparations des colonies, on comprend la 
raison de ce besoin trés réduit en azote, car elles se composent 
d’un corps non azoté (gomme) ne contenant qu’un petit nombre 
d'articles bacillaires. Ce trait caractéristique est propre égale- 
ment aux deux organismes qui suivent. 

2° Bacille 4 caractéres morphologiques presque identiques a 
ceux du précédent. La seule différence, c’est qu'il ne forme pas 
de colonies gommeuses résistantes, mais des gouttelettes hya- 
lines. Sur un frottis, on voit également les articles trés espacés, 
peu nombreux dans un mucus commun (1). 

3° Coccus minuscule d’a peine p de diamétre, légérement 
oblong. Refuse la coloration a l’érythrosine. Colonies en gout- 
telettes plates, hyalines, aqueuses. 

Le role de ces organismes sur les plaques est insignifiant. I] 
est 8 croire que leur pullulalion ne dure qu’autant que les 
traces infinitésimales de nitrate ou d’ammoniaque provenant 
du gramme de terre ensemencé. Dans les cas ov la plaque n’est 
pas envahie par les fixateurs, on n’y remarque plus aucun 
changement aprés la premiére pullulation en colonies. La plaque 
reste presque vide. Si on en dose l’azole, et cela aprés les avoir 


(1) Il est possible que ce bacille ainsi que le précédent soient identiques 
au Radiobacter, si souvent mentionné par les auteurs, depuis que M. Beije- 
rinck I’a isolé du sol. Malheureusement, il n’est pas toujours possible d’iden- 
tifier les especes du sol avec celles des collections, sans parler des carac- 
téristiques incomplétes qui rendent un diagnostic illusoire. En réalité 
Videntification ne se fait qu’au moyen de cultures authentiques, recues 
directement ou indirectement de l’auteur. 
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tenu a l’étuve plus longtemps que d’ordinaire, on n’y constate 
qu'un gain insignifiant, ne dépassant jamais quelques dixiémes 
de miligramme. (Voir le chapitre sur les dosages.) Il se peut 
qu il soit di & un pouvoir fixaleur rudimentaire, comme on en 
a noté pour plusieurs autres organismes qui n’ont rien & faire 
avec le phénoméne naturel de fixation. La question ne présente 
qu’un intérét secondaire, car les observations ne permettent 
pas de douter que |’exercice de ce pouvoir ne leur est pas nor- 
mal et ne les empéche pas de subir linanition azotée dans un 
milieu dépourvu d'azote, ainsi que de réagir par une pullulation 
massive aux moindres traces de nitrate. Quoique moins absolu- 
ment, l’azote combiné reste pour eux le facteur limitant. Se 
contentant d’un rapport Az: C minime, leur réle n’est que de 
consommer les derniéres traces d’azote ammoniacal et nitrique, 
et tout cela fait bien comprendre leur fréquence dans un milieu 
ot les fixateurs s’apprétent a pulluler. 

Y aurait-il 4& chercher de leur cété quelque activité favo- 
rable & celle des fixateurs? Nous n'avons jamais eu l’occasion 
de Vobserver. Précédant les fixateurs sur la plaque, disposés 
en colonies séparées, on ne voit pas, du reste, comment une 
synergie pourrait s organiser. 


Passant aux fixaleurs aérobies, ou Azotobacter, on constate 
que leurs colonies sont déja bien apparentes sur la plaque au 
bout de quarante-huit heures & 28-30°. Ce délai est, on pour- 
rait dire obligatoire, de sorte que si l’on n’en voit pas encore & 
ce moment, il est probable qu’elles ne paraitront plus du tout. 

Les caractéres macroscopiques n’en sont pas loujours les 
mémes. Trois types se différencient assez nettement : 1° grosse 
goutle d’un mucus peu épais, a peine trouble, que nous quali- 
fierons colonies fluides; 2° végétations séches formant mem- 
brane adhérente, blanche, rugueuse, rappelant un peu une 
mince couche de givre -— colontes séches; 3° mucus bombé, 
structuré de la consistance d’empois d’amidon, — colonies 
bombées. A l’examen microscopique, toutes sont composées de 
. cellules typiques des Azolobacters, mais le tableau n est pas 
. identique. Ainsi, les préparations des colonies /luides laissent 
“voir des diplocoques ou formes allongées libres, c’est-a-dire 
non formées en zooglées, logés dans un mucus peu consistant : 
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voir photogr. 14 et 15. Tandis que les deux aulres genres mon- 
trent des masses denses de coceus, réunies en tétrades, groupes 
ou méme paquets sarcinoides : voir photogr. 12 et 13. Ajou- 
tons que la tendance a former l'un ou l'autre genre de colonie 
se maintient dans toute une série de réensemencement sur 
les plaques. L’effet des conditions extérieures étant exclu dans 
ce cas, on arrive une fois de plus a la conclusion déja énoncée, 
a savoir que la plupart des terres contiennent plusieurs espéces 
et variétés de sfixateurs aérobies, dont les.caracteres sont pour- 
tant assez rapprochés pour les réunir en un seul genre. 

Sans vouloir insister ici sur.des.détails morphologiques, nous 
avons cru devoir donner ces courtes descriptions pour faciliter 
le diagnostic du paysage microbien, quand ces différents élé- 
ments y figurent. Ceci m’est pas toujours le cas. On n'y verra 
parfois que des colonies fluides : la plaque sera alors parsemée 
de grosses gouttes presque aqueuses a ]’état jeune, mais qui 
se troubleront et s’épaissiront quelque peu dans la suite. Son 
aspect sera parfaitement uniforme. Trés souvent on trouvera 
ces mémes colonies entremélées de colonies séches qu'on verra 
s'étendre en petits tapis blancs entre les gouttes. Cette combi- 
naison est la plus fréquente. La troisiame forme en mamelons 
bombés, structurés, s’y associera quelquefois, mais elle est 


plus ‘rare. 
Durant le troisiéme et quatriéme jour, on verra les colonies 
s'agrandir rapidement et confluer en grandes flaques — s/il 


s'agit de colomes fluides — ou former des tapis blancs — 
s'il s’agit de colonies séches, couvrant des dizaines, puis des 
centaimes de centimétres carrés. C'est alors (jamais avant le 
quatrieme jour d’étuve) que les fixateurs anaérobies entrent 
en scene. 

On voit dans le mucus épais paraitre de petits ilots de bulles 
qui persistent sans crever, et qui marquent trés exactement les 
points de pullulation des anaérobies. Ces ilots s’étendent rapi- 
dement et, au bout d’une dizaine d’heures, ils peuvent envahir 
toute la couche du mucus ou sa majeure partie. En piquant 
une de ces bulles et en en faisant une préparation, on n’a 
aucune difficultéa y découvrir le Clostridium enmélange intime 
avec les Azotobacter. Le premier n'est pas réparti uniformé- 


ment dans la glaire, mais il y est logé en nids; si on en saisit 
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un, la préparation présentera des masses innombrables d’ar- 
ticles différents de ces microbes, entremélées d’un nombre res- 
treint de: coccus-Azotobacter; dans d’autres cas, le rapport 
sera inverse. Le premier’ cas: est illustré par les photogr. 20 
et 21, le: second par le photogr. 22. (Voir leur explication.) 

Vers le cinquiéme jour, la culture est 4 son déclin. Le bru- 
nissement qui commence par les colonies séches fait des: pro- 
grés rapides. Lorsqu’il a envahi toute la surface et qu’en méme 
temps les bulles —s’il y en avait — se sont affaissées, ]a ma- 
tiére est shrement consommée et le milieu épuisé. I) est: alors 
temps d’interrompre l’expérience, car la glaire commence a se 
peupler de bacilles et de moisissures. Généralement, la: cul- 
ture, vers la fin, est loin d’étre aussi pure qu’au début, le 
mucus des Azotobacter, contenant une matiére sacchari- 
fiable (1) qui s’enrichit d’azote combiné par suite de: la fixation. 
De plus, ce n’est qu’une' partie des: cellules: Azotobacter qui 
arrivent & s’enkyster en formant des stades de repos, le reste 
se gonfle, s'autolyse, ou disparait, dévoré par les amvbes qui 
foisonnent & ce moment dans la culture. Il y a liew de croire 
que les mémes phénoménes de liquidation ont! liew dans le 
milveu naturel, dont la conséquence’ est de faire rendre plus 
rapidement & ce milieu |’azote fixé par les cellules. 


La description assez détaillée que nous venons de:donner de 
la marche de ces cultures et des microbes qui y pullulent, 
indique déj& les informations qu’on peut en tirer sur le carac- 
tere du peuplement spécifique de la terre el'sur sa densité. L’un 
et Pautre sont, bien entendu, variables d’une terre a l’autre, et 
de ces variations les grandes plaques nous présentent, comme 
ily a lieu de le croire, une image fidéle. 

Les éléments dominants sur les plaques sont, comme on |’a 
bien vu, les fixateurs aérobies; sils manquent dans la terre 
épandue, la plaque restera vide, sauf quelques petites colonies 
Woligazophiles; on n’y verra aucune végétation, on n’y consta- 
tera pas de fixation d’azote. La question de la présence ou de 
"absence de ces germes aura BG une ‘réponse des plus nettes 


- et précises. 


goo (1) Voir. Stare, Ueber die Reserveinhaltstoffe und den Schleim von Azoto- 
_bacter. Centr. fr. Bakter., II, 64, p. 276. 
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Quant a celle de leur densité dans le sol, remarquons que la 
numération des colonies parues sur les plaques ne saurait se 
rapporter au nombre des cellules dans un gramme de terre, 
pour la raison que les Azotobaclers se trouvent toujours dans 
le sol Al’état de colonies naturelles. C’est le nombre de colonies 
viables, qui est probablement trés inférieur au nombre des 
cellules, qui déterminera le chiffre des colonies apparues sur 
les plaques. 

Malheureusement, ces dénombrements ne sont pas trés com- 
nodes & exécuter, car les colonies hyalines ou blanches, sur fond 
blanc, sont assez mal visibles, de sorte qu’on ne pourrait le faire 
exactement en se servant d'une lame de verre quadrillée, mais 
seulement en marquant les colonies au moyen de quelque 
colorant. Au surplus, quand les colonies sont disposées dru, 
elles commencent bientét a confluer en formant des flaques, ce 
qui doit forcément brouiller quelque peu le comptage. Une 
évaluation approchée reste pourtant bien possible. - 

Les écarts dans le nombre des colonies entre les différents 
échantillons de terre sont parfois trés grands. Les terres 
actives recouvrent en quarante-huit heures presque sans inter- 
stices toute la surface de la plaque, ce qui fait 2 4 3.000 colonies 
par plaque, ou pour 1 gramme de terre. Avec d’autres, le 
nombre n’est que de quelques centaines. Enfin les échantillons 
ne sont pas rares, qui ne produisent que quelques dizaines, 
chiffre qui tombe parfois jusqu’a quelques unilés ou méme une 
seule. La comparaison peut donc donner des résultats assez 
nets, de sorte qu’on pourrait, en se servant de ce procédé et 
en multipliant les expériences, établir différentes catégories de 
terres au point de vue de leur richesse en germes d’Azotobacter. 

Quant aux variations dans la qualité des germes, elles tou- 
chent, d’un cété aux différentes variétés des fixateurs aérobics 
que nous avons mentionnées; d’un autre, dla part que prennent 
les anaérobies dans le paysage. On évalue grossiérement cette 
derniére d’aprés la grandeur de la partie de la plaque couverte 
par les bulles. Apparu au quatrigme jour, le processus peut 
envahir rapidement toute-la surface, ou se borner & la moilié, 
ou au quart, ou ne former que quelques petits flots, ou bien 
ne pas se montrer du tout. Pourrait-on conclure du réle qu’ils 
jouent sur la plaque a leur densité relative dans leur terre 
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d’origine? Si l’on songe que leur pullulation débute trés tard, 
qu'il ne lui est laissé par conséquent que peu de matiére et de 
temps (moins de vingt-quatre heures !) on arrive & penser, que 
ce role dépend beaucoup plus du nombre des germes épandus, 
que de leur énergie d’expansion. Cette part doit donc étre en 
rapport direct avec leur densité dans le sol, mais seulement 
dans les cas, ot la terre est en méme temps suffisamment riche 
en germes Azotobacters pour produire un mucus abondant. Car 
non seulement la présence, mais encore l’abondance de ce 
mucus est une condition essentielle de leur pullulation. C’est 
ce qui explique, qu’on ne trouve que comme une exception rare 
des colonies d’Azotobacters avec bulles, c’est-a- dire infectées par 
des Clostridiums, sur les petites plaques, dont les colonies ne 
sont pas assez massives pour assurer aux anaérobies une pro- 
tection suffisante. 

En résumé, la pullulation des anaérobies ne peut élre que 
consécutive a celle des aérobies sur nos plaques. Sans ces der- 
niers, les premiers resteront & l'état latent, méme dans les cas 
de terres qui en contiennent beaucoup de spores. 


PLagues Anatrosies. — Pour faire pulluler les Clostridium 
indépendamment, il est nécessaire de mettre les plaques & 
Vabri de l’oxygéne. Le plus simple est de se servir de dessic- 
cateurs de forme courante, assez grands pour y placer 2, 3 boites 
de Pétri de 15 centimétres de diamétre. 

On les garnit de 200 cent. cubes de mélange gélifian!, 
imprégné de 2 grammes de mannite ou de glucose. La couche 
du gel est donc plus épaisse que dans les grandes plaques, ce qui 
est favorable dans ce cas; le reste est comme avec ces derniéres. 

L’ensemencement se fait avec de la terre séchéea l’étuve & 100°, 
réduite en poussiére, dont on prend 1 gramme qu'on dissémine 

. sur la surface de la plaque. On verse dans le dessiccateur 
100 cent. cubes de lessive & 12 p. 100, et on laisse flotter dessus 
une soucoupe plate avec 10 grammes d’acide pyrogallique. On 
descend les Pétri (en s’aidant de bandes de papier résistant) on 

ferme le couvercle bien graissé, et on imprime au dessiccateur 
un mouvement rotatoire, pour que le mélange absorbant se 

. fasse. Il n’est pas absolument nécessaire de faire jouer la 

Fé trompe, mais une évacuation partielle jusqu’a 40-50 centimétres 


—— 
? 
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de pression nous a paru faciliter le début de la culture. On se 
garde de la pousser plus loin, au risque de réduire trop la 
pression partielle du gaz azole. 

Généralement, au bout de trois jours 4 I’étuve a 30°, on 
remarque les premiéres bulles sur la surface du gel. Celles-ci 
persistent sans crever, ce qui est di évidemment & un mucus 
épais recouvrant la surface. On n’y remarque pas de colonies. 
bien différenciées. Mais, au bout de quelques jours encore, on 
observe des pochettes de gaz qui s enfoncent dans le gel jus- 
qu’a en atteindre la profondeur. Finalement, toute la couche du 
gel est pénétrée — sans élre bouleversée — par ces pochettes. 
lentilliformes, allongées, ce qui lui donne un aspect inusité. En 
les examinant, on remarque que les parois en sont tapissées. 
par une substance grisdtre, qui s’épaissit vers le fond, ot: des. 
petits amas blanchatres se forment. Si on découpe ces pochettes. 
apres avoir ouvert le dessiccateur, en faisant un frottis, on 
trouve le Clostrzdium & l'état de pureté microscopique. Ce sont. 
donc ses colonies qui s’enfoncent dans le gel par pénétration 
active; mues probablement par leur aérotropisme négatif, elles. 
s'y réfugient pour fuir les traces d’oxygéne que garde encore 
latmosphére confinée. Et il est 4 croire que ce sont les stades 
mobiles qu’on connait 4 ces microbes, qui possédent une force 
locomotrice suffisante pour vaincre la résistance du gel. 

La culture peut marcher dans ces conditions jusqu’a la dis- 
parition de la mannite ou du glucose, ce qui prend environ 
quatorze jours. Qn donne environ tous les deux jours un coup. 
de trompe pour prévenir une pression positive des gaz du 
récipient, qui pourrait soulever le couvercle ou rendre la fer— 
meture moins étanche. 

Pour la culture dans une atmosphére d’azote pure, l’appareil 
a vide du D* Roux peut rendre les meilleurs services. On peut 
placer sous sa grande cloche, sur une étagére a plateaux, jus- 
qu’a six boites de 15 centimétres. La coupe en cuivre massive, 
sur laquelle repose la cloche, chauffée par un petit brdleur, 
permet de maintenir sous la cloche la température d’une étuve- 
de culture. 

Par ce procédé de plaques anaérobies, on découvre sans dif- 
ficultés les souches de fixateurs anaérobies ou Clostridium, 
habitant les différentes terres. Nous n’insisterons pas cette fois 
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sur leurs caractéres morphologiques distinctifs. Tout en pré- 
sentant le méme cycle évolutif, elles se différencient l’une de 
lautre par des traits assez bien marqués et constants. Du 
moins, c’est ce que nous avons constaté en étudiant sous ce 
rapport trois échantillons provenant de localités trés éloignées, 
et en les comparant entre eux et la terre de Brie (voir pour 
cette derniére les pholographies 9 et 11). Les autres étaient 
des terres d’ Algérie (environs de Bone), un échantillon de terre 
tropicale de San José (Costa Rica) (voir son Clostridium, photo- 
graphie 20), un échantillon du Texas; le Clostridium de la der- 
nitre provenance figure entre les Azotobacters sur les photo- 
graphies 21 et 22. 


PLAQUES DE TERRE MoULtE. — Les cultures spontanées mas- 
sives, que ]’on constate au sein de la terre par le microscope, 
ont donné Vidée d’y provoquer la pullulation des mémes 
microbes sous formes de colonies visibles a ]’ceil nu, en se gui- 
dant du méme principe (si général quand il s’agit de fixateurs), 
quiest l’addition d’un excés de carbone assimilable sans azote. 
En effet, les mémes terres, qui ont donné des pullulations 
microscopiques, se sont montrées capables de faire apparaitre 
des colonies d’Azotobacters, lorsqu’on les moulait en plaques 
avec surface lisse, aprés leur avoir incorporé de la matiére 
énergétique. | 

On peut se servir pour ce but des mémes substances, mais 
Yamidon en poudre s'est montré préférable, car la fermenta- 
tion qui débute bientdt dans une plaque mannitée ou glucosée, 
la fait se boursoufler et se craqueler trop rapidement, en 
dérangeant sa surface lisse et les colonies apparues; tandis 
qu’avec l’amidon la plaque reste intacte pendant plusieurs 
jours. 

La préparation de ces plaques ou pastilles est d’une simpli- 
cité élémentaire. On prend de la terre fraiche, on la débar- 
rasse de graviers, on y mélange 5 p. 100 d’amidon pulvérisé, 
on ajoute de |’eau en petites portions, et on pétrit la masse, de 
maniére & la rendre plastique, en évilant tout exces d’eau; on 


«. - la presse au moyen d’une spatule dans une soucoupe Petri de 


. 4-5 cenlimétres en remplissant celle-ci jusqu’au bord; on en 
* polit enfin la surface au moyen d’une lame de verre humectée 
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d'eau. On stérilise, si l’on veut, la verrerie et ’eau, mais nous 
n’en avons jamais remarqué l'utilité. On tient ces pastilles a 
l’étuve dans une boite en verre servant de chambre humide. 

Dans les cas ou la terre contient des germes viables, on 
trouve au bout de quarante-huit heures d’étuve, trés exacte- 
ment, sur la surface de la plaque des petites colonies bien for- 
mées atteignant 1-2 millimétres de diamélre. Les unes sont 
hyalines, les autres blanchatres, mais les deux tranchent trés 
bien sur la surface brune de la plaque (voir fig. 3). 

En faisant un examen microscopique des unes et des autres, 


‘ Fic. 3. — Colonies spontanées d’Azotobacters 
sur plaque de terre amidonnée au bout de quarante-huit heures d’étuve. 


on s'assure que toules deux sont composées d’Azotobacter 
ayant pullulé 4 un état de pureté bien étonnant sur un milieu 
si riche en germes variés; il suffit de dire que l’examen micro- 
scopique le plus soigneux ne découvre entre les cellules homo- 
génes des Azotobacters aucune impureté. Nous prions d’exa- 
miner les photogrammes n° 23 et 24, pris au hasard dans les 
préparations. 

Durant les jours qui suivent, les colonies s ‘Btendent un peu 
et finissent par couvrir la surface de taches brunes caractéris- 
tiques pour ces microbes que l'on voit” sur la figure 4 ci- 
dessous. 


Ce procédé, si simple, est appelé & faciliter l'étude de la 


fixation aérobie. On remarquera qu'il rend le sujet abordable © 
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a toutes les personnes qui s’intéressent aux problémes de la fer- 
tilité, sans avoir l’habitude de manier les méthodes microsco- 
piques et microbiologiques. 

Moins sensible que la méthode microscopique décrite, il est 
plus*facile quand il s’agit de découvrir la présence des Azoto- 
hacter dans le sol. La densité des colonies sur la plaque don- 


Fic. 4, — Colonies spontanées d’Azotobacters 
sur plaque de terre amidonnée, vieille d’une dizaine de jours. 


» 


nera une idée sommaire sur la densité relative des germes 
dans la terre employée. 

On n’oubliera pas ce que nous avons dit & propos de la 
méthode microscopique, & savoir que l’absence de pullulation, 
— dans ce cas en colonies, — ne saurait indiquer directement 
l'absence des germes dans la terre; ceux-ci peuvent étre pré- 


‘sents, mais refuser de pulluler dans leur terre d'origine. 


9 
. 
: 


’ Une inoculation de contréle de cette terre sur silico-gel électif 
est nécessaire pour décider si !’un.ou l'autre est le cas. Une 


‘ nouvelle absence de colonies sur ce dernier milieu enlévera 


. 


. 
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tout doute sur la non-existence des germes dans le milieu terre. 


Paraitront-elles, on concluera au refus des germes de pulluler — 
dans leur terre d’origine, pour la raison évidente qu'elle est | 


devenue infertile, inapte & les nourrir. C’est alors que se posera 
la question des amendements nécessaires pour lui restituer 
cette fertilité. 


En revenant encore une fois aux anaérobies dans notre étude 
paralléle, nous avons tenté de leur appliquer un mode de cul- 
ture spontanée du méme genre. Eux aussi pullulent abon- 
damment au sein des plaques moulées, ce qu’on reconnait par 
lodeur; mais ces pullulations, cachées dans |’épaisseur de la 
terre, ne sont constatables que par la méthode microscopique. 

L’idée est venue que ces colonies pourraient bien apparaitre 
a l'intérieur d’une masse plastique, dans des cavités formées 
par la pression des gaz de fermentation et balayées par eux. 
Pour augmenter la plasticité de la terre-témoin, laquelle avec 
ces 8 p. 100 d’argile ne lest pas suffisamment (mannitée et 
moulée, elle s’ouvre en larges fentes au bout de un 4 deux jours), 
on lui a mélangé une forte dose de poudre de kaolin lavé médi- 
cinal. Une pate épaisse, préparée avec ce mélange additionné 
de mannite ou glucose, ne se fend plus, mais monte en pelits 
mamelons qui cachent des cavités bien moulées et communi- 
quant avec de petits canaux en réseaux qui pénétrent dans la 
masse. En effet, c’est dans ces petites cavités qu'on a lrouvé ce 
qu on cherchait. En les ouvrant, on distingue & l’@il nu, mieux 
a la loupe, une petite colonie d’une blancheur de porcelaine, 
reposant au fond, ou sur les parois de la cavité. L’examen 
microscopique montre qu’elle est composée d'un Clostridiuma 
Pétat pur. 

Aprés quelques perfeclionnements, ce procédé pourra servir 
a la culture spontanée des fixateurs anaérobies dans des con- 
ditions imitant les conditions naturelles. 

Mais, en dehors des considérations de méthodes, l’observa- 
tion est digne de retenir l’attention. On y retrouve le méme 
phénoméne déja noté sur les plaques anaérobies, et on ne peut 
pas sempécher de penser que c’est un genre d’existence, qui 
leur est propre, que celui de pulluler en colonies dans des 
cavités remplies des gaz de fermentation. 
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Plus que cela. A la suite de ces données on commence a 
comprendre le réle des anaérohies dans le sol et la maniére 
dont ils s’y comportent, ce dont on n’avait aucune idée bien 
précise. Ce sont eux, évidemment, qui sont seuls actifs comme 
fixateurs dans un sol plastique, c’est-a-dire argileux et assez 
humide. C’est la leur champ d’action le plus important. Sans 
leur ingérence, la matiére énergétique y serait perdue pour 
la fixation, en devenant la proie de bacilles banaux & chaque 
nouvelle dose d’azote combiné. Dans Jes terres non ou moins 
plastique, le rdle principal revient aux aérobies, sauf lors des 
périodes d’humidité excessive, quand les anaérobies leur dis- 
putent une part de la matiére énergétique. 


ForMULE POUR ISOLER LES AZOTOBACTER ET LES MAINTENIR EN 
CULTURE PURE. — Pour en finir avec les méthodes de culture, 
nous croyons utile d’intercaler dans notre exposé un nouveau 
procédé qui facilitera la culture pure de ces microbes. 

L’ancien laisse beaucoup & désirer. Nous avons déja insisté 
sur les inconvénients de commencer par introduire 1 & 
2 grammes de terre dans un liquide nutritif, milieu défavorable 
pour les aérobies strictes. 

Ces inconvénients sont encore aggravés par la série de réi- 
noculations dans le méme milieu, ou les cultures d’enri- 
chissement (Anhaéufungskulturen), qu’on fait et qui sont non 
seulement inutiles, mais dont l’effet est décidément contraire 
& celui qu’on se propose d’atteindre. 

L’isolement définitif se fait, comme on le sait, sur Agar 
mannité, et les cultures pures sont maintenues dans des tubes 
d’Agar incliné. 

La manipulation est longue, mais le résultat n’est pas tou- 
jours assuré. Certains mélanges restent parfois indissociables. 
‘ Au surplus, les cultures en tubes, qu’on croyait pures au début, 
deviennent parfois souillées par des bacilles dans la suite, de 
sorte qu'il n’est jamais possible de garantir la pureté des cul- 
tures de collection. 

La raison de ces surprises désagréables n’est pas bien diffi- 


- ‘eile & saisir. En effet, le milieu sans azote ne permet l’éclosion 


que d’une culture d’Azotobacters, tandis que les spores bacil- 
laires,. toujours présentes en grand nombre dans la premiére 
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terre ensemencée, restent a l’élat latent. Elles sont éliminées 
peu a peu par les séries de plaques qu'on fait, mais il peut en 
rester quelques-unes entremélées aux masses des .4z0/obacter's 
sans qu’on puisse s’en douter. Dans la suite, le milieu perdant 
ses qualités éleclives en s’enrichissant d’azote par l’effet méme 
de l’activité des Azotobacters, le moment vient ot elles germent 
et souillent, ou méme envahissent la « cullure pure »; cela au 
bout d'un temps plus ou moins long, en raison de circonstances 
incontrdlables. | 

I] est curieux que ce fait banal, mal compris, ait été le point 
de départ d'une théorie extravagante, dénuée de tout fonde- 
ment expérimental, selon laquelle |’Azotobacter, et a sa suite 
les espéces bactériennes en général, passeraient par un cycle 
évolutif extrémement compliqué, comprenant une yariété de 
formes bacillaires, filamenteuses, sporogenes, et plusieurs 
autres encore insoupconnées (1). 

Il y a, certes, des cultures qui restent non souillées par des 
bacilles, mais presque toutes présentent un mélange de diffé- 
rentes souches d’Azofobacter, autant que l’on peut en juger. 
Car le jugement est rendu difficile par les transformations que 
subissent les cellules maintenues en culture sur Agar, et qui 
sont dues probablement a des phénoménes d’autolyse. La cause 
nen est pas encore claire, mais le résultat en est que les 
cultures perdent toute leur homogénéité et tous leurs caractéres 
initiaux jusqu’a devenir méconnaissables. 

Ces difficultés et ces méprises peuvent étre évitées par le 
procédé suivant : i 

1° Culture spontanée sur plaque de terre amidonnée; 

2° Au bout de quarante-huit heures, réinoculation des colo- 
nies visibles sur une autre plaque de terre. Si les colonies sont 
encore petites, on se sert d’un microscope de préparation & 
prisme redresseur, et on pique avec une baguette dont le bout 
est étiré en fil. On dilue dans 5-10 cent. cubes de liquide man- 
nité bouilli et on fait quelques larges stries sur la surface de 
la plaque. Cette plaque est préparée en pétrissant la terre avec 
une solution & 2 p. 100 de mannite et de 0,1 4 0,2 p. 100 de 


(1) Loeunis, Studies upon the life cycles of the bacteria. Memoirs of the 
National Academy of Sciences, 46. Second mémoire, in-i°, 230 pages avec 
41 planches, Washington, 1921. 
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phosphate de potasse. On stérilise & 120° pendant vingt 
minutes. Les cultures ne tardent pas 4 se développer, et elles 
sont trés caractéristiques (voir fig. 5). 

3° On maintient les cultures pures dans des tubes de terre 
a plan incliné de méme composition. On se sert de tubes longs 
de 10 cenlimétres, de 3 centimétres de diamétre, 4 fond plat; 


Fic. 5. — Culture pure sur plaque de terre mannitée et phosphatée, 
vieille de six jours. 


on y introduil la couche de pate au moyen d’une spatule, on sté- 
rilise & 120°. 

Nous préférons ce mode de culture & celui sur Agar. Le 
_. microbe s’y conserve bien, il garde ses caractéres. On laisse 
2 pee cultures se dessécher, ce qui est favorable, car l'état sec 
* prévient. la pullulation tardive des bacilles. L’enduit noir, 
eratté, sert aux réinoculations presque indéfiniment. 
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1V. — Expériences de fixation. 


Les trés nombreuses expériences de fixation, exécutées au 
cours des derniéres vingt-cing années, ont mis hors de doute 
le fait de la fixation dans les cultures des Azotobacters et des 
Clostridiums, tant impures que pures, mais elles n’ont établi 
aucune base qui puisse servir 4 l'étude comparée des processus. 

En effet, pour juger de la marche d’un phénoméne biologique 
et de ses manifestations dans des conditions variées, la notion 
d'un processus normal ou standart est indispensable. Et il est 
elair que cette notion doit s’appuyer sur des observations se 
rapporlant & des cas ot le processus peut prendre, sans aucune 
entrave, son plein développement, ce qui n’a lieu que dans des 
conditions optima. Il importe done avant tout d’établir ces 
conditions et de les maintenir ensuite strictement dans toutes 
les expériences. Les conditions physico-chimiques étant les 
mémes et notoirement favorables, Ja plus-value ou le déficit du 
résultat pourra étre alors attribué avec stireté au facteur qu’on 
désire étudier. 

Rien n’a encore été fait dans cette direction. On s'est servi 
généralement du milieu liquide, qui ne réalise pas dans ce cas 
les conditions requises. Des effets favorisants ont été attribuésa 
différents nouveaux ingrédients: infusion de terre, infusion de 
fin, matiéres humiques, substance colloides, etc. Mais leur rdéle 
est resté incertain, par manque de critérium, pour juger des 
résultats. Au surplus, il n’a pas été tenu suffisamment comple 
du degré d’aération que permettent les vases de cullure de 
formes différentes, chargés d’un volume de liquide variant de 
30 8 100 cent. cubes, et celte circonstance a di, & notre avis, 
exercer beaucoup d’influence sur le résultat final. 

On s'est appliqué, avec raison, & déterminer Je rendement, 
e’est-a-dire le rapport de l’azote fixé & ]a substance énergétique 
(mannite ou glucose) consommée. Mais sur ce point, les écarts 
eatre les données des différents auteurs sont partliculigrement 
grands : elles varient généralement entre 1 milligramme et 10- 
41 milligrammes pour 1 grammme de mannite ou glucose. Des 
chiffres plus élevés, tels que 14 et méme 17 ont été rapportés ; 
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dans des cas isolés, mais ils ne se sont plus répétés et n’ont pas 
recu, par conséquent, de confirmation. Il n’est pas possible de 
se faire une idée sur les causes de ces variations. Peut-étre sont- 
elles attribuables a linconstance des conditions dans le milieu 
liquide, ou bien & l'expérimentation avec des souches d’acti- 
vité différente. En tout cas, le rendement normal est resté 
incertain et méme, par habitude de le voir varier, aucun effort 
sérieux n/a été fait pour en fixer le taux. 

On n’est pas plus avancé sur l’énergie du processus, c est-a- 
dire sur le temps nécessaire & la consommation d’une dose 
déterminée de matiére énergétique. Les cultures étaient géné- 
ralement tenues a l’étuve plusieurs semaines, au minimum 
deux. Les données sur ce point manquent donc presque com- 
plétement. 

Ce défaut d’étalonnement, d'un processus type est particulié- 
rement sensible, quand il s’agit de comparer le fonctionnement 
de l'appareil microbien de différentes terres. Ces expériences 
sont, comme on le sait, largement pratiquées dans les Jabora- 
toires de microbiologie du sol, non seulement pour juger de la 
présence des fixateurs aérobies dans le sol, mais aussi pour 
juger du sol qui les héberge; car leur présence est considérée 
comme étroitement liée a la réaction du sol, au taux du cal- 
caire et dé phosphate assimilable qu’il contient. Nous avons 
déja insisté sur les imperfections de la méthode dont on se 
sert, et nous n’y reviendrons plus. 

Persuadé que la méthode de culture sur plaques de silico- 
gel réalise les conditions normales, nécessaires au processus, 
c'est elle que nous avons choisie pour essayer d’établir un pro- 
cessus-type, qui pourrait servir &comparer le powvoir fixzaleur 
des terres. Le probléme se réduit 4 établir les caractéres prin- 

-cipaux du processus qui sont : 1° son rendement; 2° son 
énergie, comme nous venons de les définir. C’est le but prin- 
cipal des expériences de fixation que nous avons entreprises, 
et dont nous allons rapporter tout 4 l'heure les résultats. 

Dans le choix des échantillons de terre, nous nous sommes 


«. inspiré de celte idée qu il fallait les avoir de provenance trés 


‘diverse, ce qui est toujours indiyué, quand il s’agit dun phé- 

noméne d’une portée générale ou mondiale. L’assortiment qui 

a servi-aux expériences n’est donc pas le produit d’un choix 
fen 38 
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raisonné, et c’est ce qui explique que tant de types de terre 
n’y sont pas représentés. 

On s’est servi pour ces expériences d'une trentaine d’échan- 
tillons, dont une partie prélevés dans le domaine de |’Institut 
Pasteur, 4 Brie Comte-Robert. Ils figurent sur le tableau sous 
le nom général de Brie, suivi de la désignation de la parcelle = 
témoin, espalier, champs S.-E., grand-pré, sous-bors. 

Quelques-uns ont été recueillis sur les champs d’une ferme 
voisine et dans les bois et prés de localités voisines. 

Ce sont : ferme I et IT, pré Yerres (vallée de l’Yerres), bows 
Evry, bois Lagrange. : 
Plusieurs nous sont parvenus d’Algérie, par lobligeance de 
M. Mare Souleyre: El Hadjar I, HI, Ill, IV, Barral f et IL, 

Saint-Vincent. 

Trois échantillons proviennent de terres alpines et ont été 
recueillis dans les massifs montagneux de |’Isére. Ils nous sont 
parvenus par les soins de M. L. Rigotard, ingénieur agronome,. 
auquel nous adressons nos meilleurs remerciements. 

Deux proviennent de Serbie : Belgrad et Zemoun. 

Enfin, deux échantillons de terres tropicales : l'un de Sam 
José (Costa Rica), Vautre de Vile de Cuba (terre de plantation 
de canne a sucre). Nous les devons 4 |’obligeance, le premier 
de M. le D* Picado, le second de M. Allison. 

On trouvera consignés dans le tableau des dosages le pH de 
ces terres, leur azote total, enfin leur taux de calcaire. 

Le pH était déterminé par la méthode colorimétrique. 

Pour le dosage de |’azote total on prenait environ 5 gram mes- 
de terre fine soleus a 100° pendant deux heures. 

Le calcaire était dosé par le calcimétre Bernard sur de la 
terre fine. Il ne s’agit done que du calcaire finement divisé, 
dit actef. 

Ces données n’ont été notées qu’incidemment, sans vouloir 
tirer de ces expériences quelque conclusion au sujet de 
Vinfluence des propriétés chimiques des terres sur la fixa— 
tion. 

Dans le tableau, seules les expériences exécutées pour établir 
le rendement, — celles qui ont duré jusqu’a la consommation 
certaine de la substance, — portent dans la derniére colonne 
le chiffre du rendement par gramme de matiére. Celles qui ont 


ee 
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servi a trouver le temps normal et qui ont été interrompues 
avant la fin ne le portent pas. 

On n’a pas manqué, sauf dans quelques cas, de noter la 
marche des végétations sur les plaques et le genre de colonies 
qu'on y voyait. 


Dosaces p’azoTe. — Quelques remarques sur les détails tech- 
niques ne seront pas inutiles. 

Pour élre soumises a l’analyse, les plaques de silico-gel sont 
séchées & douce chaleur : on les abandonne, ouvertes, sur la 
plaque métallique de l’étuve de Roux. 

Au bout d’une quinzaine d’heures, le gel est réduit & une 
couche d’écailles seches, brunes, ou de menu gravier, si les 
Azotobacter manquent. Ces masses, qui se détachent du verre 
par simples secousses, sont introduites directement dans un 
ballon Kjeldahl. 

Les trainées du mucus sec, qui se dessinent parfois sur les 
parois et le fond de la soucoupe, sont gratiées avec des petits 
blocs de pierre ponce, fraichement calcinés, et la poudre qui 
se forme, projetée dans le méme ballon au moyen d’un pinceau. 

On a mis grand soin & déterminer la correction A introduire 
dans les résultats des dosages. Au début, on accompagnait 
chaque série d’expérience de 1-2 plaques-témoins exactement 
semblables, mais non ensemencées du gramme de terre qu’on 
gardait & part sur un verre de montre et qu'on jetait dans le 
ballon en méme temps que le gel stérile séché. Dans la suite, 
pour épargner le travail et le temps, on a déterminé par plu- 
sieurs dosages la correction générale 2 effectuer sur le résultat 
final, laquelle se compose des traces d’azote contenues : 

Dans les réactifs employés (dosage & blanc) ; 

Dans la mannite ou glucose; 

Dans le gel imprégné de sels minéraux, enduit de craie, 
gardé a l’étuve pendant dix jours; 
~ Dans l'eau distillée employée pour rincer le ballon Kjeldahl. 

Ce total, pour les grandes plaques, a été fixé & 0 milligr. 7, 
Bron les plaques de 15 centimétres 4 0 milligr. 56. 

‘Ihn’y avait done qu’a doser l’azote de l’échantillon semé sur 
an Pame pour chaque série de plaques inoculées par la méme 


terre. 
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et des plaques 


NUMEROS D'ORDRE 
des expériences 


Noe 


ORIGINE DE LA TERRE 


Brie: témotw=- ss. ta 


Brieiespalier. 65 jays Pie 


Zemoun (Serbie). ..... 


Belgrade . 


San José (Costa Rica) .. . 


Varsovie. 


mitre were gey Pa) ander Ve 


pu 
de la terre 


—3 
fo 2] 


7,1 


AZ 


p- 1.000 
dans la terre 


p. 1.000 


CALCAIRE 
dans la terre fine 


| 


88 


— 
[oe} 
oi 


3,63 90 


SUBSTANCE 
énergétique 


Glucose 
Glucose 


Mannite 
Mannite 
Mannite 
Mannite 
Mannite 


Glucose 
Mannite 
Mannite 


Mannite 
Mannite 


Mannite 
Mannite 
Mannite 


Mannite 
Mannite 
Mannite 


Mannite 
Mannite 
Mannite 
Mannite 


dose en grammes 
A 


BS et) Ea te, 


‘ee be ves an SE RY Poe See 


fete hd heen 


I | | | | 


El Hadjar (Algérie), éch. II. 


VII. 


Rc Doe 


El Hadjar (Algérie), IV. . 


Pré Yerres 


4,35 | Traces. 


Mannite 
Mannite 
Mannite 
Mannite 
Mannite 
Mannite 
Mannilte 


Mannite 
Mannite 
Mannite 
Mannite 
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ORIGINE DE LA TERRE 


El Hadjar (Algérie), I... 


El Hadjar (Algérie), I 


El Hadjar (Algérie), Ill. . . 


Saint-Vincent....... 


Barra Der ees 


Bois Evry «.-<... a) PE 
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Terres Alpines, Isére : ! 
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a 3 i= q 
| Hog a4 
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ae} ee 
| 5 my 
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1.000 


Az 


ORIGINE DE LA TERRE 


des expériences 
et des plaques 
pH 
de la terre 
p- 
dans Ja terre 
CALCAIRE 
p- 1.000 
dans la terre fine 
SUBSTANCE 
énergétique 
dose en grammes 


NUMEROS D’ORDRE 


| 
| 


Brie témoin 
Glucose 2. 
Glucose 2. 
Mannite 2. 
Mannite 2. 
Brie, Grand-Pré Glucose 2. 


El Hadjar (Algérie) 


Mannite 2. 
Mannite 0,5. 
Mannite 0,5. 


Déduction faite de cet azote, additionné de la correction 
générale, on trouvait le gain net, consigné sur le tableau 
qui suit. 

Bien entendu, on employait pour toutes les analyses les 
mémes produits, 4 la méme dose, et de l’eau fraichement dis- 
tillée. On prenait pour chaque expérience : 20 cent. cubes 
d’acide sulfurique, 3 grammes de sulfate de cuivre, 7 grammes 
de sulfate de potasse, 100 cent. cubes d’eau dislillée {pour 
laver le ballon Kjeldahl au transvasement du produit de la 
combustion dans le ballon de distillation). 

La distillation avait lieu dans des appareils d@ Aubin, munis 
de longs serpentins (ascendant et descendant) en étain. Pour 
recuillir ’ammoniaque, on prenait 25 cent. cubes d’acide sul- 
furique déci-normal, qu’on titrait avec de la baryte 1/20 & 1/25 
normale. Cette solution était gardée en réserve dans un flacon 
dune dizaine de litres, en connection hermétique avec la 
burette et protégé par des colonnes de chaux sodées. Son titre 
restait indéfiniment constant; du reste, on le contrdlait le 
jour méme des titrages. Cette maniére de procéder, toujours 
la méme, garantit l’exactitude du dosage &8 moins d’un déci- 
milligramme pres. 
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: Zoleas 
es § a8 
: aog zg 
| NATURE DES COLONIES Bos | Ee : 
| mo 8 | yf 2D REMARQUES 
développées sur les plaques Bia a 
Soe mlz 
2 Ag 
5 By 
AEROBIES. 
| | | 
; ee . Plaques de 15 centimetres 
: 83 9A avec 200 cent. cubes de gel 
Poches de gaz et enduit muqueux. 8,48 ) 4.24 ( tenues dans des dessicca- 
; A DOING EO INn teurs avec Pyrogallol. 
s de gaz senfoncant dans le gel. 10,67 ByARY Méme remarque. 
: ads es. Une plaque de 15 centimé- 
Enduit Clostridium caractéristique. 9,38 | 4,69 | tres, deux de 9 centimetres 
; 2,81 5,62 | tenues dans undessic- 
2,55 | 5,40] cateursur Pyrogallol. 


Discussion pEs résuLrats. — 1° En examinant les données de 
tous les dosages par groupes, on notera avant tout la régula- 
rité et la constance des résultats. Ils s’accordent dans les limites 
des groupes aussi parfaitement qu’il est possible d’y parvenir 
dans des expériences biologiques. Remarquons encore qu'une 
partie des dosages composant les groupes a été exécutée a des 
époques différentes, dans le courant de plusieurs mois, d'une 
ou méme de deux années, et pourtant les terres — tant préle- 
vées sur nos parcelles que gardées dans des bocaux bouchés, 
—se sont montrées constantes au point de vue de leur activité 
fixatrice. Si l’on songe que ce n’est pas une culture pure qu’on 
a fait agir, mais un groupe d’agents microbiens pris directe- 
ment dans leur milieu naturel, cette régularité offre encore 
plus de relief. On a donc raison de parler d’un apparei micro- 

. bien spécifique, et l’on voit que celui-ci travaille avec une pré- 
_cision semblable & celle d'une levure pure dans son ballon de 
fermentation. 

_ 2° Par rapport au rendement, on voit, en comparant toutes 
___. les expériences ot une pullulation massive des fixateurs aéro- 
«, -bies a’ été notée, qu'il n’a varié qu’entre 9 et 11 milligrammes 
+. pour t gramme de matiére énergétique. Mais il importe de distin- 
euer dans les terres employées deux catégories, en mettant au 
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premier rang celles des groupes I-IV (a l’exception de Hl 2), 
qui ont manifesté les caractéres de vraies terres a Azotobacters, 
tels que: nombre maximum de colonies, brunissement précoce, 
facililé de donner des cultures spontanées. Elles s'imposent » | 
done comme type de terres actives, et le processus de fixation 
provoqué par elles comme processus normal ou standart. Son 
rendement est, en moyenne, légerement supérieur 4 10 milli- 
grammes pour 1 gramme de mannite, ou plus exactement, le 
rapport Az: C, soil de lazote fixé au carbone dépensé, est sensible- 
ment égal 41:40, et cela dans des conditions se rapprochant 
étreitement des conditions naturelles. Il ne parail pas influencé 
par la dose de la mannite offerte. L’influence de cette derniére, 
qu’on a cru avoir observée dans le fait que le rendement en 
milieu liquide était meilleur quand la dose était plus petite, ne 
s'est pas confirmée. On a employé dans’ ces expériences des 
doses de 0 gr. 5, 0 gr. 8 (1), 1 gramme, 2 grammes, qui est la 
dose ordinaire, enfin 2 gr.5 (Voir gr. VIII) et partout l'azote fixé 
se rapprochait sensiblement de 1 p. 100; sa valeur absolue 
était done environ 5, 8, 10, 20,25 milligrammes. 

3. Pour mesurer l’énergie normale dn processus, des taton- 
nements ont été nécessaires. La difficulté d’utiliser une épreuve 
chimique pour déterminer le moment de la disparition totale de 
la mannite nous a fait tourner la complication qui en résulterait 
en établissant la durée nécessaire a un maximum de gain. Ce 
maximum atteint, on jugeait la matiére énergélique con- 
sommée, ce qui correspondait, du reste, & l’aspect carac- 
téristique des cultures achevées (brunissement général, affais- 
sement des bulles, s’il y en avait). Pour en étre bien stir, on a 
prolongé la durée des cultures jusqu’A dix jours, en rédui- 
sant encore la dose de mannite de moitié (voir I-3 et IJ-2). 
On a pu s’assurer que, partout o& on remarquait une pullu- 
jation massive de fixateurs, le maximum était toujours atteint 
av bout de sept jours. C’est ce délai quia été finalement adopté 
pour les grandes plaques, quand il ne s’agissait que de déter- 
miner le gain net et le rendement. Mais quand il s’agit de com- 
parer l’énergie de fixation de différentes terres, il y a lieu, 
évidemment, de chercher le minimum de temps, qui corres- 


(1) N’ont pas trouvé place dans le tableau. Voir note dans les C. R., 480, 
#923, p. M14. 
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pondrait 4 un maximum d’énergie. Pour trouver ce minimum, 
on a échelonné quelques groupes d’expériences sur des délais 
variant de quatre & dix jours (voir I, JI, VI). Dans les groupes I 
et I, on voit qu'un laps de temps de quatre jours est nettement 
insuffisant aux terres pour arriver & leur taux de fixation. La 
terre Brie-Espalier, qui est notre ¢erre-standart, a besoin au 
moins de cing jours pour I'atteindre (II-4), tandis que la 
terre 1émoin reste légérement en arriére. Encore plus distancée 
est la terre El Hadjar (VI), laquelle n’a atteint au bout de 
cing jours que 75 p. 100 du gain final. On n’a pas eu encore le 
loisir d’exécuter un grand nombre d’expériences comparatives 
dans ce sens, mais les principes et le procédé étant établis, leur 
exéculion n'est plus qu’une affaire de temps. Dés maintenant, 
il parait justifié d’admettre une durée minimum de cing jours. 

Un appareil microbien fixateur de premiere force consommera 
done 2 grammes de mannite en cent vingt heures en fixant 
20 milligrammes d azole gazeux au minimum. 

Pour éviter tout malentendu, il y a lieu de remarquer que 
cette affirmation n’exclut pas la possibilité dune énergie supé- 
rieure dans quelques cultures, pures ou non, exaltées par 
quelques influences d’un genre spécial. Elle n’a trait qu’a la 
terre normale agissant par l’ensemble de ses germes, aérobies 
principalement. 

4. Les groupes VI, VII, VIII présentent des exemples de 
terres dont l’activilé s’est montrée légérement inférieure; elle 
est nettement inférieure dans les groupes IX et X. 

Pour les trois premiers, le nombre de colonies sur plaques a 
été 5 a 6 fois moindre que pour la terre standart; pour IX, 
encore au-dessous; enfin, la terre du Grand-pré du pare de 
l'Institut (X) n’a produit que 3 et 5 colonies, sur la premiére et 
seconde plaque, aucune sur la troisiéme, ce qui est d’autant 
. plus curieux que les parcelles trés riches en Azolobacters ne se 
trouvent qu’a une distance de quelques dizaines de métres de 
celles-ci. Et pourtant cette terre, évidemment impropre a la 
-pullulation de ce microbe, a fixé 14 milligrammes dans une 
expérience en sept jours, 7 milligrammes en quatorze jours 


a a dansune autre. Il résulte de ce fait et de maints autres que nous 


avons eu l’occasion d’observer que da cvmparaisonh des pouvowr's 


'* fixateurs des terres ne saurait avoir aucune valeur, st on n'intro- 
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duit pas le facteur temps dans la comparaison. C'est, malheu- 
reusement, de ce point de vue qu’on est obligé de juger les 
nombreuses expériences exécutées jusqu’a ce jour dans cette 
direction. Le rendement étant & peu prés constant, le processus 
une fois déclenché, produira toujours un gain proportionnel a 
la substance consommée si on lui laisse le temps de s’accomplir. 
Quelques germes a l’état de repos, que la terre a gardés ou qui 
s'y sont égarés, comme c’est le cas pour la terre du Grand-pré, 
conduiront au méme résultat qu’une multitude de germes 
actifs de la terre Espalier, et les deux terres, dont l’une inactive, 
l’autre de premiére force, seront mises sur le méme palier au 
point de vue de la fixation. Seule une durée bien choisie per- 
mettra de les départager, et la différence entre les deux appa- 
raitra d’autant plus marquée que le délai sera plus court. Car 
il est évident que la différence de densité et d’activité se fera 
surtout sentir au début du processus, en s’effagant peu a peu 
dans la suite, par l’effet de la pullulation exubérante des 
colonies clairsemées, vis-a-vis des colonies disposées dru et se 
génant mutuellement. Il suffit, pour en avoir une idée, 
(observer la rapidité avec laquelle ces colonies rares s’éten- 
dent en grandes flaques, en envahissant toute la surface. C’est 
ce qui fait que la mesure de l’activité fixatrice des terres sur le 
milieu électif ne permet de les différencier facilement que 
quand les écarts sont grands. Quand ils le sont moins, d’autres 
procédés, décrits dans ce mémoire, doivent venir en aide. 

5. Les expériences sur les anaérobies, peu nombreuses, ont 
donné des résultats moins précis (gr. XII et XIV). Elles n’ont 
qu’un caractére préliminaire. Les plaques ont été tenues dans 
des dessiccateurs & pyrogallol, donc dans des conditions impar- 
faitement contrdlables. On voit, pourtant, que le rendement 
n’a pas beaucoup varié, la moyenne faisant assez exactement 
5 milligrammes pour 1 gramme. En admettant ce chiffre, le 
rendement du processus anaérobie n'atteint que la moitié du ren- 
dement du processus aérobie. Quant & son énergie, l'étude en 
reste encore a faire. 

6. Une question qui doit étre considérée a part est celle des 
effets de l'ingérence des anaérobies dans le processus aérobie, 
comme nous l’avons observé si souvent sur les grandes 
plaques. 
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L'idée paraissait naturelle que l’action anaérobie, dont le 
rendement est moindre, en se combinant au processus aérobie, 
en réduirait le produit. Elle n’a pas recu encore confirmation. 
Ce sont surtout les deux terres tropicales Costa Rica (III-3) et 
Cuba (V, 1,2, 3, 4) qui, ayant produit un nombre restreint de 
colonies Azotobacters, ont fait paraitre une floraison d’anaérobies 
particuliérement riche, non observée ailleurs. Le rendement 
des deux est pourtant resté maximum, surpassant méme légé- 
rement celui de la terre Espadier, laquelle, maintenue toujours 
en parfait élat de culture, ne donne pas de pullulation d’anaé- 
robies, ou rarement et seulement des traces. L’effet de cette 
ingérence est donc encore & étudier. 

Elle est pourtant un caractére digne d'étre nolé, propre & une 
terre, manquant 4 une autre. Ainsi, par exemple, la ¢erre 
témoin, qui est tenue libre de toute végélation, mais qui ne 
subit réguliérement aucune facon, a montré dans toutes les 
expériences une pullulation trés notable d’anaérobies (1/3 jus- 
qu’a 2/3 en bulles), ce qui la différencie de la parcelle précé- 
demment nommée et distante seulement d’une dizaine de 
métres. 

7. Les groupes XI et XII et le cas [I-2 se rapportent a six 
échantillons qui n’ont donné aucune pullulation d’Azolobacter, 
ni, bien entendu, de Clostridium. On n’y voyait que des colo- 
nies minuscules des trois espéces d’oligazophiles sommaire- 
ment décrites p. 488. On gardait les plaques a l’étuve, & des- 
sein, pendant un temps beaucoup plus long, douze, quatorze et 
jusqu’& vingt jours; mais aprés l’éclosion des premiéres colo- 
nies, on n’y remarquait*plus aucun développement. Une durée 
prolongée n’a pas eu l’effet d’augmenter la fixation au dela des 
traces qu’on y dosait au bout d’une dizaine de jours. Les 
plaques conservées vingt jours étaient si dépourvues de végé- 
tation qu’on a jugé inutile de les soumettre 4 un dosage. 

S'il parait probable que le gain minimum qu'on constale au 
- bout d’un délai double et triple est di & un faible pouvoir 
fixateur de ces microbes, on est disposé a lui attribuer un 
caractére plulot pathologique que physiologique, puisqu’il ne 
~ prévient pas la mort par inanition. Les réinoculalions de colo- 
* nies sur des plaques sans azote reslent ordinairement stériles. 
Si on les cultive sur les mémes plaques, mais pourvues de 
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faibles doses d’azote ammoniacal (5 et 10 milligrammes par 
erande plaque), on ne constate également aucun gain. 

Le résultat le plus digne d’étre noté & propos de ce groupe 
est que les terres ne sont pas rares ot les fixateurs aérobies, ou 
Azotobacters, ne peuvent étre décelés par une méthode dont la 
sensibilité ne fait cependant pas de doute. 

8. Il ne nous reste qu’a noter quelques observations recueil- 
lies incidemment sur l'influence des qualités chimiques des 
terres, sur leur activilé fixatrice. Ce sujet; trop vaste, n’entre 
pas dans le programme de ce mémoire. Quant au pu, nous 
n’avons eu & notre disposition que trois échantillons de terre 
acide : les terres alpines: provenant du massif montagneux 
de l'Isére, dues & M. L. Rigotard, ingénieur agronome. L’un 
« prélevé sous 40 centimetres de névé au bord du glacier situé 
sous le Grand Arnaud ». L’autre « prélevé & 2.355 métres 
daltilude, prés du glacier sous le Grand Arnaud; gazon trés 
court, paturé par des bovidés ». Enfin, le troisitme, morceau 
de gazon découpé « sur la créte de la Grande Voudaine, alti- 
tude 2.600 métres ». 

Ces échantillons figurent sur le tableau sous les noms : 
Sous-névé, pdturage, Créte. 

Les deux derniers, trés riches en humus, ont un pa au-des- 
sous de 6,0; le premier, un peu au-dessus. Tous se sont montrés 
inactifs sur nos plaques. 

Tous nos autres échantillons sont de réaction alcaline 
reconnue favorable pour les Azotobacters. Nous en voyons tout 
de méme quelques-uns qui ont donné un résultat négatif. 

En ce qui concerne le calcaire actif, aucune conclusion bieu 
définie ne saurait s’imposer & la suite de examen des chiffres 
du tableau. 

Des observations inédites nous aménent & croire que, pour 
étudier les conditions qui déterminent la dispersion des fixa- 
teurs aérobies dans le sol, on aura & compter non seulement 
avec les qualités chimiques de ce sol, mais aussi avec ses qua- 
lités physiques, en premier lieu, avec sa perméabilité pour les 
gaz. 
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Conclusions. 


Au lieu de récapituler toutes les observations exposées dans 
ce mémoire, nous préférons en faire la synthése, en caractéri- 
sant quelques types de terre au point de vue de leur activité 
fixatrice, et en indiquant la formule pour en établir le dia- 
gnostic. 

[ly aurait & distinguer provisoirement trois catégories : 

Les terres actives se caractérisant : 1° par une densité maxi- 
mum de fixateurs aérobies; 2° par leur aptitude & donner faci- 
lement des cultures spontanées de fixateurs quand elles sont 
enrichies par du carbone assimilable. 

Les terres peu actives different par une densité de fixaleurs de 
beaucoup moindre et par leur aptitude restreinte & donner des 
cultures spontanées qui sont tardives ou nulles. 

Les terres inactives sont dépourvues de fixateurs aérobies, ce 
qui les rend incapables de donner des cultures spontanées. 

Le diagnostic se fera par les méthodes décrites en détail 
dans ce mémoire. On pourra se servir du procédé complet ou 
d’un procédé simplifié. 


Procépé compter. — 1° Epreuve d’orientation (non indispen- 
sable). On inocule par grains une plaque sil.-gel 9 centimétres. 
En cas de présence de germes, les colonies apparaitront entou- 
rant les grains, au bout de quarante huit heures. Le taux pour 
cent des grains fertiles donnera une idée sommaire du type de 
la terre. Dans le cas d'une terre active, il sera 25 4 50, dans 
celui d'une terre peu active, il sera bien inférieur. L’absence 

de colonies indiquera que la lerre est probablement inactive. 
2° Culture spontanée microscopique. On incorpore 0 gr. 5 de 
mannite & 50 grammes de terre, on tient 4 l’étuve quarante- 
huit heures, on fait l’examen microscopique. Une pullulation 
dans le genre de nos photogrammes 1, 2, 3, 10 indiquera que 


_ la terre est aclive; son absence indiquera que la terre est peu 


’ active ou inactive. 
- ~ 3° Culture spontanée macroscopique. On moule la terre addi- 
.tionnée d’amidon & 5 p. 100 en plaques, on tient & I’étuve qua- 
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rante-huit heures. Le résultat sera conforme & |’épreuve 2. De 
nombreuses colonies, plusieurs dizaines par centimetre carré, | 
feront conclure que la terre est active; leur absence, que la 
terre est peu active ou inactive. | 

4° Grande plaque de sil.-gel inoculée par 1 gramme de terre. 
Au bout de quarante-huit heures, on dénombre les colonies | 
d’Azotobacters apparues sur la plaque. Les terres actives en lais- 
seront apparattre un nombre dans lordre de 800 & un millier 
par 100 centimetres carrés, soit environ 2-3.000 par gramme 
de terre; les terres peu actives, un nombre variable, mais de | 
beaucoup inférieur; les terres inactives, aucune. 

5° Dosage de |’azote fixé sur la grande plaque. Une terre. 
active fixera aux dépens de 2 grammes de mannite 20 milli- | 
grammes d’azote en cent vingt heures. Une terre peu aclive, : 
sensiblement moins, dans le méme délai; une terre inactive, 
rien, ou des traces. 

Une terre active s impose donc dans chaque épreuve. Pour 
différencier une lerre peu active d’une terre inactive, on com- 
binera l’épreuve 2 ou 3 avec 4. Une terre qui ne donne pas.de 
culture spuntanée, mais qui contient un nombre notable de 
germes cultivables, sera classée dans la seconde catégorie, tan- 
dis que celle qui refuse la culture spontanée et ne donne pas 
de colonies sur sil.-gel électif devra figurer dans la troisiéme. 


Proctpt stmetirié. — On pourra aller dans la voie des sim- 
plifications aussi loin que le comporte le but a atteindre. Une 
combinaison des épreuves 2 et 4 donnera déia, avec moins de 
relief peut-étre, les éléments nécessaires au diagnostic. Vou- 
dra-t-on éviler la méthode microscopique? on combinera 
l'épreuve 3 a 4, Enfin, l’épreuve 3 seule, simple et rapide, 


pourra peut-étre suffire dans la pratique, pour juger de l’état 
d’activité fixatrice d’une terre. 


Nous espérons compléler bienl6t ces procédés par une 
méthode aussi simple, en vue de déterminer les amendements 
nécessaires & une terre peu active, pour rétablir son activité, 
donc sa fertilité vis-a-vis des fixateurs aérobies. 


sey 
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EXPLICATION DES PHOTOGRAMMES 


Les photographies ont été prises par M. P. Jeantet, photomicrographe de 
l'Institut Pasteur, &un grossissement de 1.850 diam., le méme pour toutes. 
Pholoy. 14. — Culture spontanée dans la terre témoin mannitée, aprés qua- 

rante-huit heures & 28-30°. Sur le fond granuleux de la préparation, on voit 

les cellules entourées d’un halo homogéne : couche de mucus épais qui 
habille les individus et les groupes. Coloration érythrosine phéniquée. 

Photog. 2. — Culture spontanée dans une terre de Zemoun (Serbie) mannitée, 
apres quarante-huit heures a l’étuve a4 28-30°. Méme coloration. 

Photog. 3. — Culture spontanée dans la ferre espalier (Brie, domaine de 
l'Institut), glucosée, aprés quarante-huit heures & 28-30°. Méme coloration. 

Photog. 4. — Début de pullulation dans Ja terre témoin, lactalée. Souche de 
petite taille. Méme coloration. 

Photog. 5. — Terre témoin glucosée et additionnée d’un minimum d’azote 
nitrique (portion 2, voir p. 468), au bout de vingt-quatre heures d’éluve a 30°. 
Pullulation de bacilles jusqu’a 20 articles par 0mm. c.41 de la prépara- 
tion. Coloration érythrosine phéniquée. 

Pholog. 6. — Méme terre ayant regu une dose plus élevée d’azote nitrique 
(3@ portion, voir p. 468), au bout de vingt-quatre heures d’étuve a 30°. 
Bacilles innombrables, pas d’Azotobacters. Méme coloration. 

Photog. 7. — Culture spontanée d’un bacille filamenteux dans la terre témoin 
additionnée d'une faible dose de peptone, aprés trois & quatre heures a 
30°. Méme coloration. 

Pholog. 8. — Culture spontanée du méme bacille filamenteux dans la terre 
témoin peptonée, aprés cing a sept heures a l’étuve a 30°. Méme colo- 
ration. 

Photog. 9. — Clostridium de la terre de Brie. Son cycle évolutif : articles jeunes 
bacilliformes; articles qui commencent 4 se renfler et a se charger de gra- 
nulose; articles renflés chargés de granulose, encore sans grain sporogéne 
et avec grain a différents stades de développement. Quelques Coccus- 
Azotobacters entremélés. Coloration érythrosine. 

Photog. 10. — Pullulation d’Azofobacters dans la colonne de terre a 18 p. 100 
dhumidité ala profondeur dé 14 centimétres (voir texte p. 475). Coloration 
érythrosine. 

Photog. 11. — Pullulation de Clostridium dans un cylindre de terre a 20,4 p. 100 
d@humidité a la profondeur de 15-16 centimétres. Photographie prise dans 
une goutte de solution iodo-iodurée. Les Clostridium colorés en bleu-violet 
tres foncé. 

Photog. 12. — Colonie d’Azolobacters sur plaque de silico-gel inoculée avec de 
la terre. Cellules en zooglées, enveloppées d'une sorte de capsule gélati- 
neuse. Coloration gentiana aqueux. 

Photog. 13. — Colonie d’Azotobacters sur plaque de silico-gel inoculée avec 
de la terre. Cellules en groupes ou paquets. Coloration érythrosine phéni- 
_ quée. Seul, le corps protoplasmique est coloré. On le voit entouré d’un 
halo honvogéne a double contour, a peine visible, qui est la membrane. 


4 4 Photog. 14. — Colonies fluides sur sil.-gel inoculé avec de la terre. Cellules 


f 


oblongues, en paires, munies de larges capsules bien formées. Coloration 
au eens 


36 
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Photog. 15. — Mémes colonies fluides. Cellules arrondies en paires, munies de 
fortes capsules a périphérie colorable. Coloration au gentiane. 

Photog. 16. — Colonie sur sil.-gel lactaté, inoculé avec des grains de terre lac- 
tatée (voir p. 486). Petite forme d’Azofobacter. A comparer avec la photo- 
graphie 4. Coloration érythrosine. 


Photog. 17. — Culture sur sil.-gel amidonné, inoculé avec des grains de terre | 


amidonnée. Cellules rondes en paires entourées d’un mucus diffluent. | 


Coloration au gentiane. 
Photog. 18. — Méme culture. Mémes cellules entourées d'une capsule bien 
formée. Coloration au gentiane. 


Photog. 19. — Culture sur sil.-gel arabinosé inoculé avec des grains de terre 
arabinosée. Trés fortes capsules qui paraissent formées de deux couches. | 


Coloration double : érythrosine et gentiane. 

Pholog. 20. — Clostridium d'une terre tropicale ayant pullulé sur grande 
plaque de silico-gel au sein d'une colonie d’Azotobacters. Entremélées des 
cellules de ces derniers. Coloration au gentiane. 

Photog. 21. — Clostridium d’une terre du Texas (E.-U. d’Amérique) ayant pul- 
lulé sur gr. plaque de sil.-gel ausein d’une colonie d’Azotobacters. Grandes 
spores mires (restées incolores), entourées d’une exine formée par les 
restes du sporange. Quelques sporanges avec spore. Entremélées des 
cellules d’Azolobacter. Coloration 4 Vérythrosine. Pris dans une goutte de 
solution iodo-iodurée. 

Photog. 22. — Méme Clostridium et méme terre. Spores et sporanges en mino- 
rilé entre des masses de cellules Azolobacler. Coloration érythrosine. 
Solution iodo-iodurée. — 

Photog. 23. — Colonie parue sur de la terre additionnée d’amidon et moulée 
en plaque, au bout-de quarante huit heures. Exempte dimpuretés. Colo- 
ration érythrosine. 

Photog. 24. — Colonie pure sur de la terre additionnée d’amidon et moulée en 
plaque. Coloration érythrosine. ; 


ACTION DE L’EUCALYPTOL 
SUR LE BACILLE DE LA TUBERCULOSE « IN VITRO », 


par PAUL FABRY. 


(Laboratowre de Bactériologie de [Université de Liége.) 


Dans une récente communication, Karwacki et Biernacki (1) 
étudiant les propriétés de divers agents sur le bacille de Koch 
in vitro, obtiennent un arrét de développement du bacille avec 
0,4 p. 100 d’eucalyptol. Etant occupé depuis quelque temps a 
étudier l’action de l'eucalyptol sur le méme bacille, }’ai constaté 
qu il était beaucoup plus sensible encore a l’action de cet agent. 
En effet, non seulement une quantité moindre d’eucalyptol 
empéche le bacille de Koch de pousser, mais les vapeurs 
seules d’eucalyptol entravent tout développement. J’ai procédé 
pour ces recherches de diverses maniéres. 12 flacons contenant 
chacun 50 cent. cubes de bouillon glycériné furent ensemencés 
de bacille boyin (Vallée) puis, immédiatement aprés, ils furent 
additionnés de quantités d’eucalyptol allant de 0 c.c.1 a 
1 c.c. 1. Un des flacons resta, le douxiéme, sans eucalyptol, 
comme témoin. Aprés deux mois d’étuve, alors que le témoin 
montrait une abondante culture en voile, aucun développement 
ne se montrait dans les autres ballons. Les bacilles ensemencés 
étaient toujours & la surface du bouillon, mais ne s’étaient pas 
développés, et n’étaient plus capables de proliférer quand on 


les repiquait sur un milieu sans eucalyptol. Donc une quantité 


d’eucalyptol égale a 0c.c. 1 pour 50 cent. cubes, soit 0,2 p. 100, 


-entrave toute culture du bacille bovin en bouillon elycériné et 


méme le tue quand il est resté deux mois dans ces conditions. 
‘D’autres expériences furent conduites comme suit: 4 tubes 


a a) ‘pommie de terre glycérinée furent ensemencés de bacilles 


"4, Geés Annales, 39, n° 5, p. 476. 
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bovins; deux de ces tubes recurent en méme temps 1/10 de centi- | 


“cube d’eucalyptol qui fut déposé, non pas sur la pomme de terre, 
mais dans le bouillon du fond. Examinés aprés vingt jours, les 
tubes témoins montrent une culture trés abondante, tandis que 


les tubes additionnés d’eucalyptol ne montrent aucune trace | 


de développement. L’eucalyptol était déposé sur le liquide du_ 
culot du tube dans lequel baigne la pomme de terre et on | 


pourrail croire que c’est lui qui a pu imprégner celle-ci et 


empécher la culture. Cependant ce sont les vapeurs d’eucalyptol — 
qui seules suffisent & empécher toute culture; l’expérience sui- | 


vante le démontre. Dans des tubes & pomme de terre on 
introduit, avant la stérilisation, un tube de verre étroit et 
ouvert vers le haut placé 4 cété de la pomme de terre; ce tube 
recoit, apres stérilisation, quelques gouttes d’eucalyptol, et 
l’on s’assure qu il n’en tombe pas 4 cdté; puis les tubes numé- 
rotés, A. B. C. D. E., sont ensemencés de bacilles bovins et 
placés & 37°. Apres quinze jours, les tubes témoins présentent 
déja de belles cultures; les tubes A. B. C. D. E. sont indemnes 
de culture. A ce moment on les repique chacun & leur tour 
une semaine d’intervalle sur des tubes de pomme de terre 
glycérinée numérotés A’. B’. C’. D’. HE’. Le tableau montre 
cette expérience : 


14 sepremere 1925 5 ocToBRE 1925 13 ocToBRE 1925 


Tube A. Ensemencé de B.T.+/Tube A. Pas, de/Tube A. Pas de 


vapeurs d’eucalyptol. culture. culture, repiqué 
sur A’sans euca- 
lyptol. 


Tube B. Ensemencé de B.T.+/Tube B.-Pas de/Tube B. Pas de 
vapeurs d’eucalyptol. culture. culture. 


se Bee eo Se SAE ee $4 
Tube C. Ensemencé de B.T.+/Tube C. -Pas de|Tube GC. Pas de 
vapeurs d’eucalyptol. culture. culture. 


Tube D. Ensemencé de B.T.+/Tube D. Pas. de/Tube D. Pas de 
vapeurs d’eucalyptol. culture. culture. 


Tube E. Ensemencé de B.T.+/Tube E. Pas delTube E. Pas de 


vapeurs d’eucalyptol. culture. culture. 
Tube F. Ensemencé de B.T. sans|Tube F. Culture. Tube F. Culture. 


eucalyptol témoin. 


ET ¥ 
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20 ocroBrRE 1925 27 ocTroOBRE 1925 3 NOVEMBRE 1925 9 NOVEMBRE 1925 


Tube A’. Pas de|/Tube A’. Culture. |Tube A’. Culture. |Tube A’. Culture: 
culture. 


Tube B. Pas de/Tube B’. Pas de|/Tube B’. Pas del|Tube B’. Pas de 
culture,repiqué| culture: culture. culture. 
sur B’ sans eu- 
caiyptol. 


Tube C. Pas de/Tube C. Pas de/Tube GC’. Pas de/Tube C’. Pas 
culture. culture, repiqué| culture. culture. 
sur C’ sans eu- 

calyptol. 


Tube D. Pas de/Tube D. Pas de/Tube D. Pas de|Tube D’. Pas de 
culture. ulture. culture, repiqué| culture. 

sur D’ sans eu- 

calyptol. 


Tube E. Pas de|Tube E. Pas de/Tube E. Pas de/Tube E. Pas de 
culture. culture. culture. culture. 


Tube F. Culture. |Tube F. Culture. |Tube F. Culture. |Tube F. Culture. 


* Ainsi qu’on peut le voir, les vapeurs seules d’eucalyptol a 
37° inhibent tout développement du bacille bovin sur pomme 
de terre; aprés un séjour de vingt-neuf jours 4 37°, dans !es 
vapeurs d’eucalyptol, le bacille bovin qui n'a pas pu se déve- 
lopper est encore vivant, et si on le reporte sur un milieu sans 
vapeurs d’eucalyptol (tube A’), il donne une culture abondante; 
mais aprés trente-six jours (tube B), le bacille ne peut plus se 
développer, méme repiqué sur un milieu normal (tube B’); de 
méme évidemment aprés un temps plus long (tubes C’, D! et EK). 
Un cobaye inoculé avec des bacilles et resté en contact avec les 
vapeurs d’eucalyptol pendant vingt-neuf jours (inoculation 
sous-cutanée de un milligramme de bacilles), non seulement 
‘n'est pas devenu tuberculeux, mais a augmenté de poids et est 
encore vivant et en bonne santé deux mois et six jours aprés 
Yinoculation. y i 
Le bacille bovin est donc relativement sensible & l’eucalyptol 


p 7 puisque les vapeurs de ce produit entravent son développe- 


+ ment et réussissent méme & le tuer aprés un temps suffisant. 


RECHERCHES BACTERIOLOGIQUES 
SUR L’AVORTEMENT EPIZOOTIQUE DES JUMENTS 


par L. PANISSET et J. VERGE 


Depuis les intéressants travaux de Dassonville et Riviére (1), 
aucune étude n’a été publiée en France sur l’avortement 
6pizootique des juments. Nous nous proposons de rapporter ici 
les résultats des recherches expérimentales que nous avons 
entreprises au cours de ces derniéres années (2). 


Matériel de recherches. 


Nous avons examiné trois foetus accompagnés de leurs enve- 
loppes et le liquide péricardique — recueilli purement — d’un 
avorton; nous devons, de plus, 4 l’amabilité de notre excellent 
ami Rinjard une souche de Bacil/us abortus equt. 


Osservation I, — Jument de pur sang anglais, n’ayant pas été saillie en 
1923, saillie le 2 mai 1924. L’avortement a lieu le 22 octobre suivant, soit 
aprés environ six mois de gestation; l’animal est en bon état. Le lendeiain 
de l’expulsion, la température s’éléve 4 3804; le nombre de pulsations et de 
respirations est normal; l’appétit est conservé. : 

L’avorton est autopsié dés son arrivée au laboratoire des maladies conta- 
gieuses. Le sang du cceur, le contenu stomacal, le foie, le rein, et ce qu’on 
peut trouver de moelle osseuse sont ensemencés aseptiquement sur différents 
milieux, solides et liquides : bouillon-peptone ordinaire, bouillon Martin, 
bouillon de foie sous huile de vaseline; gélose ordinaire, gélose-ascite natu- 
relle; gélose Veillon. ll est procédé en méme temps 4 un examen microsco- 


(4) Dassonvitte et Riviére, Contribution a l'étude de l’avortement épizootique 
des juments. Revue générale de médecine vétérinaire, 1913, 24, p. 237 et p. 304. 

(2) Ges recherches, entreprises & la demande du Syndicat des éleveurs- 
naisseurs de chevaux de pur sang, sont subventionnées par une souscription 
ouverte dans les grands journaux de sport hippique. Nous nous faisons un 
devoir de remercier les éleveurs, les journaux et les souscripteurs d’avoir 
mis & notre disposition les moyen's matériels qui nous ont permis de pour- 
Suivre ces recherches. Nos remerciements vont aussi 4 ceux des éleveurs 
qui nous ont adressé, avec une déférence louable, les foetus qui devaient 
nous servir de sujets d’études. 


— 
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pique du sang du cceur et du liquide inclus dans lestomac; cet examen 
réyéle la présence de cocci, isolés, en diplocoques ou en courtes chainettes, 
se colorant par la méthode de Gram. 

Dans les cultures effectuées avec le sang du cur, on décéle un strepto- 
coque absolument pur. En revanche, une culture mixte s'est produite dans 
les tubes ensemencés avec le contenu stomacal : streptocoques et colibacilles. 
Les cultures du foie, du rein, de la moelle osseuse demeurent stériles. 


Osseryation II. — Jument de pur sang anglais, neuf ans. Avorle pour la 
premiere fois dans la nuit du 29 au 30 novembre 1924, aprés huit mois de 
gestation. La délivrance s’effectue normalement dix heures aprés l’expulsion 
du foetus. Le 30 novembre, la température est de 37°5. 

Avorton autopsié le 1°" décembre 1924. On ensemence, comme précédem- 
ment, le sang du cceur, le contenu de l’estomac, la moelle osseuse du méta- 
carpien gauche, le foie et le rein. L’examen bactérioscopique ne montre la 
présence d’aucun germe. 

Des cultures obtenues en partant du sang du cceur et de la moelle osseuse, 
on isole un streptocoque. Dans les tubes ensemencés avec le contenu 
stomacal se développent deux microbes : un staphylocoque blanc, un strep- 
tocoque. 


Osservation III. — Jument de pur sang anglais; ayorte le 30 janvier 1925 
d’un fcetus, paraissant normal, de trois cent vingt jours. Aucun signe pré- 
curseur n’a trahi lavortement : l’avorton a été trouvé, le matin, dans le box 
occupé par la jument. 

Les enveloppes, rejetées dans l’aprés-midi, étaient normales. L’avortement 
est survenu lors de la seconde gestation; le premier produit est un yearling 
trés vigoureux, absolument indemne de toutes tares a l'heure actuelle. 

La jument — qui n’avait jamais été malade depuis plus de deux ans — 
était dans un haras ot sévit la gourme un mois aprés le début de sa 
gestation. 

L’avorton est autopsié le jour méme de l’expulsion. Le poumon, le contenu 
stomacal, ensemencés comme de coutume, ne donnent lieu a aucune culture. 
Seul le sang du cceur renferme un streptocoque et un fin bacille, Gram 
négatif, quisemble une variété de Bacterium coli. 


Osservation IV. — Le germe, isolé par notre ami Rinjard, dans un cas 
d’avortement d’une jument de gros trait, est Bacillus abortus equt. 


OssEavation V. — Jument de gros trait, avorte le 20 avril 1925, aprés dix 
jours et demi de gestation. Deux juments de la méme écurie ont avorté, 
Yune le 25 décembre 1924 (avorton de neuf mois et demi); l'autre le 2 janvier 


‘4925 (foetus de dix mois et demi). 


Aussitot aprés l’avortement, l’'animal tremble et expulse quelques caillots 
sanguins. La température s’éléve a 40°. 
~ On préléve du sang chez les trois sujets précédents et chez une quatriéme 
jument qui doit accoucher quinze jours plus tard. 

L’autopsie du foetus a décelé les lésions suivantes : avorton bien constitué ; 


wo “violente: congestion de l’épiploon, du foie et du poumon; rate hypertrophiée ; 
.plévre ecchymotique, exsudat péricardique abondant et fortement hémor- 
* ragique. 


Ce liquide est ensemencé en divers milieux; aprés vingt-quatre heures a 
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létuve, on assiste au développement de plusieurs germes : staphylocoque 
blanc, staphylocoque doré (qui nous semblent des germes surajoutés) et 
Bacillus abortus equi. 


Etude du streptocoque (observations I, II, III). 


Les streptocoques isolés par nous dans les observations J, 
II, Ill, qu’ils proviennent du sang du ceeur, du contenu de 
l'estomac ou de la moelle osseuse, sont identiques dans leur 
forme, leurs caractéres culturaux et biochimiques, leur vitalité, 
leur aptitude pathogéne. Aussi n’en décrirons-nous qu'un 
seul : streptocoque isolé du sang du ceeur dans observation I. 


A. — MorpHovuocir. 


Cocci, parfois isolés, en diplocoques, ou méme en petits 
amas, le plus souvent en chainettes. Ces chainettes sont 
constituées par de purs éléments ovalaires, plus ou moins 
nombreux (5 & 40), juxtaposés selon leur grand axe. Gram 
positif. Immobile. 


B..—. Virauiré. 


Microbe aéro-anaérobie, se développant bien a la tempéra- 
ture de 37 & 38°. La végétation est trés ralentie au-dessous 
de 32° et au-dessus de 40°. 

Le germe doit étre repiqué fréquemment, surtout lorsqu’il 
est récemment isolé. 


C. — CARACTERES DES CULTURKS. 


Gélose : Strie trés fine, bleutée, transparente. Les colonies 
isolées sont fines, minces, arrondies, transparentes. 

Bowillon-peptone ordinaire : Développement léger en milieu 
alcalin (pH : 7,2 87,4). On observe, aprés vingt-quatre heures 
d’étuve, de fins flocons se déposant au fond du tube et le long 
des parois. Le milieu n’est pas troublé. 

Lorsque la réaction du milieu est légérement acide (pH: 
6,8 a 7), le trouble est homogéne et toujours léger, avec des 
flocons adhérant le long des parois. 


| 


| Glycérine’. . . 
Dulcite . . 
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Bouillon Martin : Pas de trouble homogéne, mais dépot 
abondant déja aprés vingt-quatre heures. La culture affecte 
parfois la forme de gros flocons, nageant dans le liquide & mi- 
hauteur et se résolvant par agitation en grains qui troublent 
le milieu uniformément. 

Bouallon Truche : Méme aspect qu’en bouillon Martin. Cepen- 
dant, en quelques cas, le dépdt floconneux se réparlit d'une 
maniére homogéne par agitalion. 

Eau peptonée : Pas de développement apparent, quel que 
soit le temps de culture. 

Lait : Coagulation aprés quarante-huit heures d’étuve & 37°. 

Lait tournesolé : Le virage s’effectue en vingt-quatre heures; 
la coagulation intervient aprés deux jours. Le lacto-sérum 
prend une teinte rosée. . 

Petit-lait lournesolé : Viré en vingt-quatre heures. 

Gélose Veillon : Développement dans toute la hauteur du 
tube; puis colonies sphériques. 

Pomme de terre: Pas de développement. 

(rélatine : Culture trés minime le long du trait de piqtre. 
Pas de liquéfaction du milieu. 


D. — CaractT&rRES BIOCHIMIQUES. 


Ce streptocoque ne donne pas d’indol, ne réduit pas la gélose 
glucosée au rouge-neutre et ne la rend pas fluorescente, ne 
noircit pas la gélose au sous-acétate de plomb. Il ne produit 
donc pas d’hydrogéne sulfuré. 


EE EI SS AT EP RT ES 


; PRODUCTION , 7 
GLUCIDES VIRAGE de gaz OBSERVATIONS 


———EE—————————————————— 
Glucose.... 


AEA CHOSE. syccoue, ae 
MALLOSE os 


Le virage a lieu seulement aprés 
quarante-huit heures d’étuve. 


Lévulose. ... 

Saccharose 

Mannite .... 

Galactose . . . . 

Inuline Le virage n’a lieu qu’aprés trois 
Salt jours. 


+o +44+4+ +++ 
oom oo coo coe 


Le virage a lieu aprés trois jours. 
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La bile de beuf ne montre ni action empéchante, ni action — 
dissolvante & l’égard des cultures en milieu liquide. 


E. — Action PATHOGENE EXPERIMENTALE. 


A la dose de 4 cent. cube d'une culture agée de quarante- 
huit heures, en bouillon Martin, le streptocoque ne tue ni le 
lapin, ni le rat blanc, quelle que soit la voie d’inoculation 
(veine, péritoine, tissu conjonctif sous-cutané). 

La méme dose de culture, injevtée sous la peau de la cuisse 
ou dans le péritoine, est pathogéne pour le cobaye. Celui-ci 
s’amaigrit et meurt dans le marasme aprés une période variant 
de vingt & quarante-cing jours. A l’autopsie, il est impossible 
de retrouver le streptocoque initial par ensemencement du 
sang du ceeur, de la moelle osseuse ou des différents paren- 
chymes (cerveau, poumon, foie, rate, reins). 


F. — Action TOXIQUE. 


Des cultures en bouillon, agées de quatorze jours, sont filtrées 
sur bougie Chamberland L3. Le filtrat est inoculé, & la dose 
de 2 cent. cubes, chez le lapin et le cobaye en différents endroits 
de l’organisme selon des rythmes variables. 

Les sujets inoculés sous la peau maigrissent et meurent 
d’étisie, sans lésions apparentes, aprés trente & quarante-cing 
jours. Les cultures du sang du ceeur restent stériles. 

Chose curieuse et paradoxale, la souris, animal d’une exquise 
sensibilité & l’égard des divers streptocoques — résiste& notre 
souche, inoculée a des doses de 1 et 2 cent. cubes sous la peau. 
Il est vrai qu'il s’agissait d’une culture en bouillon du troi- 
siéme passage. 


G. — Fores atypigugs. 


Le streptocoque, isolé du contenu stomacal chez le fcetus 
n° II, présente plusieurs particularités remarquables : 

1° Il provoque en bouillon un trouble homogéne léger avec 
ondes moirées par agitation ; 

2° I ne coagule pas le lait; 

3° Il s’est montré dépourvu de pathogénéité pour le cobaye, - 
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méme 4 la dose de 2 cent. cubes de culture de quarante-huit 
heures en bouillon Truche ; 

4° Le filtrat — aprés vingt et un jours d’étuve — a déclenché 
un choc colloidoclasique mortel chez un lapin inoculé par voie 
veineuse 4 la dose de 1 cent. cube. 
_ Le streptocoque de l'observation III ne produit ni la 
coagulation du lait, ni le virage de la gélose inulinée et tour- 
nesolée. 


H. — Rapports DE CE STREPTOCOQUE AVEC LE STREPTOCOQUE 
DE LA GOURME. 


On sait que le streptocoque gourmeux peut provoquer 
Pavortement des juments pleines lors de gourme plus ou 
moins nettement caractérisée. I] est permis de supposer que le 
streptocoque gourmeux, capable de vivre 4 l’état latent chez 
un sujet paraissant sain (observation III), est apte & amener 
chez celui-ci expulsion prématurée du foetus. Le germe se 
retrouverait dans les divers tissus de l’avorton. 

Notre streptocoque est-il identique au streptocoque de la 


gourme? 


STREP LOCOQUE x 
ACTION SUR daibawactonont STREPTOCOQUE DE LA GOURME 


MEAN Be ies Ssh daisy chy bi aye Coagula tion incon- Coagulation en vingt-quatre- 
stante (une fois sur} quarante-huit heures (No- 
trois épreuves). card et Leclainche). 


Coagulation lente (Besson). 
Coagulation trés rare (Brocq- 
Rousseu, Forgeot et Ur- 


bain). 
IMANIILC 5 oS a oicorts Virage Pas de gaz. Fermentation. 
Hémolyse : 
Globules cheval. .|Pas d’hémolyse. Hémolyse rapide. 
“Globules beeuf. . .|Pas d’hémolyse. 
Globules mouton .|Pas d’hémolyse. Hémolyse rapide. 
¥. Réaction de fixation } La réaction spécifique est 
~ayec sérum dePas de réaction. positive (Brocq-Rousseu, 


cheval gourmeux { Forgeot et Urbain). 
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L’examen de ce tableau apporte une réponse précise & la | 
question posée: le streptocoque de nos cas d’avortement est | 
différent du streptocoque gourmeux. 


Etude des colibacilles (observations I et III). 


Osservation I. — Colibacille classique. Point n’est besoin, 
partant, d’insister sur les caractéres de ce germe. 


Osservation IJ. — Petit bacille fin, allongé, a extrémités 
arrondies, de 345 pz de long. Trés mobile, ne secolore pas 
par la méthode de Gram. Est aéro-anaérobie. 

Gélose : Strie humide, bleutée, & odeur Iégerement désa- 
gréable. 

Colonies blanchatres, humides, visqueuses, 4 centre surélevé 
avec une sorte d’auréole plus claire a la périphérie. 

Gélose glucosée au rouge neutre : Ni décoloration, ni fluores- 
cence. 

Pomme de terre: Petites colonies blanchatres, ne brunissant 
pas par vieillissement. 

Gélatine : Développement & peine perceptible. Pas de liqué- 
faction du milieu. 

Géloses sucrées tournesolées : Glucose et lactose virent, sans 
qu’on assiste & la production de gaz. La mannite es! réduite 
totalement aprés dix juurs d’éluve & 37°. Liinuline, d’abord 
réduite, rebleuit aprés sept jours de culture. 

Dans les autres milieux de culture : (Bouillon, eau peptonée, 
lait, etc...) les caractéres de ce germe sont identiques & ceux 
de Bacterium colt. 

Place du microbe dans la classification : S’agit-il d'un germe 
voisin du colibacille dont il présente certains caractéres? 
S'agit-il d’une espéce particuliére, ayant son individualité 
propre? II est infiniment probable que nous nous trouyons en 
présence d'un colibacille alypique. 
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Etude de Bacillus abortus egui (observations IV et V). 


Nous décrirons d’abord la souche IV et nous dirons ensuite 
les différences que nous avons constatées au cours de l'étude 
expérimentale de l’échantillon V. 


A. — Moreuo.ocie. 


Bacille polymorphe : Le plus souvent formes courtes ou 
moyennes, de 245» de long, a extrémités arrondies. Certaines 
affectent une coloration bipolaire; les cocco-bacilles peuvent 
méme s’associer en chainettes. Dans les vieilles cultures en 
bouillon, on rencontre des filaments de 4 a 20 », droits ou lége- 
rement flexueux. 

Le microbe se colore par toutes les couleurs d’aniline; il ne 
prend pas le Gram el n’est pas acido-résistant. ll se développe 
a Pair et a l’abri de l’oxygéne. II est assez mobile; nous l’avons 
méme trouvé trés mobile dans une culture de aida heures, en 
eau peptonée, conservée & la température du laboratoire (18- 
20°). 


Bi — Nirarire. 


B. abortus equi cultive tres bien 4 la température de 18-20° : 
il est encore vivant sur milieux gélosés aprés soixaute jours. 
Sa virulence disparait trés vite par passages sur nos milieux 
artificiels. 

Pour conserver le microbe, il suffit de repiquer la souche 
tous les mois. En tubes scellés & la glaciére, le germe demeure 
vivant trés longtemps (plus de deux cents jours). 


C= sCULTURES. 


 Gélose: pl : 7,2 a 7,4. Strie humide, crémeuse, blanchatre. 
Le. développement es! abondant. 

En certains cas, la culture apparait fine, seche, demi-trans- 

‘parentey, craquelée, un peu comparable a celle du bacille de 
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Preisz-Nocard, mais avec beaucoup moins de relief et de pig- 
mentation. II s’agit alors d’une culture agée. | 
Gélose Martin alcaline : pH: 7,5 4 7,6. La culture revét) 
souvent d’emblée l’aspect sec et craquelé signalé ci-dessus. | 
Bouillon : pH : 7,2 a 7,4. Trouble abondant, homogéne. Ni 
voile, ni collerette. Dépot bien marqué aprés plusieurs jours” 
avec éclaircissement du liquide. | 
Bouillon Truche, Bouillon Martin : Méme aspect de la 
culture. | 
Lait tournesolé : Coagulation, sans virage, en vingt-quatre | 
neures. 
Aprés un mois d’étuve & 37°, le Jacto-sérum est totalement | 
bleu et on constate une légére digestion du caillot. | 

La coagulation est sous la dépendance d'un labferment 
sécrété par le microbe lui-méme. | 

Pomme de terre : Développement humide, crémeux, blan-| 
chatre. La pomme de terre commence & alent aprés trois a 
cing jours de culture. Le brunissement est intense au bout d’ un 
mois. . 

Gélatine : En piqtire, le germe pousse bien. Pas de liquéfac- | | 
tion. 

Eau peptonée : Trouble homogéne assez abondant. Aprés 
trois jours, on assiste & l’apparition d’une trés fine collerette et) 
d’un voile léger. ; | 

Gélose Veillon : Développement dans toute la hauteur du 
tube. | 


D. — CaracrirEs BIOCHIMIQUES. | 

B. abortus equi ne provoque la formation ni d’indol, ni 
d’hydrogéne sulfuré. Il réduit la gélose au rouge neutre et la 
rend fluorescente avec production de gaz. 

Il fermente avec production de gaz la glucose, la mannile, le 
galactose, la dulcite, le lévulose, le saccharose, le maltose et 
la glycérine. I] vire l’arabinose. Il demeure sans action sur la 
lactose, l’inuline, le xylose et la sorbite. 

Aprés trois & quatre jours de culture, les géloses tournesolées 
saccharinées et dulcitées redeviennent bleues. 
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E. — R&acrions dD’ AGGLUTINATION. 


Nous avons utilisé des sérums équino agglutinant le bacille 
typhique, les paratyphiques A et B et le bacille de Gartner. 
L’antigéne est représenté, soit par une émulsion en eau phy- 
siologique d'une culture révente sur gélose, soit par une culture 


de douze heures en eau peptonée. 


Nos résultats, donnant le taux limite Teeetennier sont 


condensés dans 18 tableau suivant : 


SERUM 
anlityphique 


B. abortus equi (émulsion en 


SERUM 
antiparatyphique A 


SERUM 
antiparatyphique B 
SERUM 
anti-Gartner 


sérum physiologique) . 0 1/50 1/1.000 
| B. abortus equi (culture en eau 
BODUONCE)< et neha Se - 0 1/50 4/1.000 
{ Bacille typhique (culture en 
€au peptomee). 5 2. 4... 1/10.000 0 4/100 
| Paratyphique A (culture en eau 
DEDLONEE) c 5 cu ek bet Svan 1/100 1/5.000 0 
Paratyphique B (culture en eau 
OC MUOMCE) Syke eur tpg yu 4/200 0 4/40.000 
F. — Mrutevux vaccinis. 


Bacillus abortus equi appartient, a n’en point douter, par ses 
caractéres culturaux, biochimiques et sérologiques, & la classe 
des Salmonella. I fait partie du groupe du paratyphique B. Il 
est possible de pénétrer plus avant dans la connaissance du 
microbe par l'étude des milieux vaccinés. 


Prétnoméne bE Suita (1). — On ensemence un tube a fermenta- 
tion contenant du bonillon lactosé 44 p. 100 avec une émulsion 


1925, p.-879. 


du bacille & étudier. Comme ce bacille apparlient au groupe du 


(1) Brsson: Technique microbiologique el sérothérapique. Baillitre, édit., Paris, 
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paratyphique B, il ne se produit pas de gaz et le milieu devient 
alcalin. Aprés quatre & six jours, on réensemence avec un coliba- | 


cille authentique. Suivant la variété initiale de paratyphique B, 


on constate des modifications caractéristiques dans la culture | 


du colibacille. 


« 


Nous empruntons 4 Besson le tableau suivant que nous 


complétons avec Bacillus abortus equi. 


a RS TS TI 


REENSEMENCEES AVEC DU COLIBACILLE 

CULTURES EN BOUILLON LACTOSE DONNENT APRES 

aprés 6 jours 
24 heures 48 heures 5 jours 
Para B vrai ou B de Schott- 

MUM ETh. goed eee . «| Rasde gaz. | Une -bulte. Une bulle. 
Bacille de Gartner. ....  .| Pas de gaz. | Une bulle. Une bulle. 
Bacille dvAetiryche> 5 me: Pas de gaz. | 6-8 c.c. gaz.| 9-40 c.c. gaz. 
B~ QUGTtUS COU cn aad Bein . |.| Pas dergaz. | '6°e cr gaz. 8 ¢.c. gaz. 

G. — Pouvoir PATHOGENE. 


Nous avons expérimenté le pouvoir pathogéne de B. abortus | 


equi a l’égard du rat blanc, du cobaye, du lapin, du chien, de 
la poule et du pigeon. Les inoculations d’épreuve ont toujours 


été elfectuées avec une culture de vingt-quatre heures en _ 


bouillon peptoné ordinaire (pH: 7,2-7,4). 


Rar pranc. — 1/2 cent. cube de culture, injectée dans le 


péritoine, tue le rat en moins de quarante-huit heures par sep- 
ticémie. L’autopsie montre une congestion violente du péri- 
toine — de l’épiploon surtout — et de lintestin gréle. La rate 
est hypertrophiée. Le sang du cceur renferme le bacille en 
abondance. 

L’inoculation par voie sous-cutanée (1/2 cent. cube de cul- 
ture) tue en cing & six jours. On observe un léger eedéme au 
point d’inoculation. 


Cozaye. — A la dose de 4 cent. cube, la culture est mortelle 


pour le cobaye, en injection intrapéritonéale ou sous-cutanée, 
dans un délai de deux a cing jours. 


* 


_ culaire. 
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Les lésions sont identiques, quel que soit le lieu d’inocula- 
lion : congestion légére du poumon avec de rares ecchymoses 
sous la plévre viscérale; violente congestion de l'intestin, du 
péritoine, du foie, des reins et des capsules surrénales. B. abor- 
ius equi est retrouvé a l'état de purelé absolue dans le sang du 
coeur. 

L’injection dans le tissu conjonctif sous-cutané amene, en 
plus, la formation d’un edéme gélatineux, blanchatre, trés 
envahissant, chaud et sensible. 


Larin. — 4 cent. cube de la culture, inoculé dans Ia veine, le 
péritoine ou sous la peau, p:ovoque d’emblée la tristesse, l’abat- 
tement, une anorexie quasi totale. L’edéme ne manque jamais 
lorsque le microbe est introduit dans le tissu cellulaire sous- 
culané. 

Le lapin, toutefois, est assez résistant. Par la voie veineuse, 
il est tué seulement aprés sept jours; les lésions sont en tous 
points comparables a celles que nous venons de décrire chez le 
cobaye ; on observe en outre une dégénérescence assez accusée 
du foie. 

Le microbe pullule dans le sang ot les cullures permettent 
de le retrouver. 

Inoculé dans le péritoine ou sous la peau, le sujet se rétablit 
peu a peu : il contracte une maladie chronique, se traduisant 
par un amaigrissement considérable et des sympltémes fonc- 
tionnels dus 4 l’cedéme provoqué. Aprés six semaines environ, 
le malade revient 4 son état primilif. 

Cuen. — Le chien résiste a des doses considérables : 5 cent. 
cubes de culture. Toutefois, Vinjeclion intraveineure d’un tel 
produit améne une hyperthermie marquée dans les premiéres 
‘vingt-qualre heures. 


Potte. — Est complétement insensible & linoculation de 
1 cent. cube de culture par voie veineuse, abdominale ou mus- 


oy 


Piczon. — Semble aussi résistant que la poule, malgré des 
doses de !/2 cent. cube. 
37 
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H. — Povuvoir TOXINIGENE. 


Une culture en bouillon Truche est laissée un mois a | ’étuve 
& 38°, diluée en sérum physiologique et filtrée sur bougie L3. — 
On injecte lapins et cobayes par la voie sous-cutanée avec | 
1 cent. cube du filtrat. 


Cosave. — Amaigrissement rapide, tristesse, anorexie, mau- — 
vais état général. La mort survient de trente & quarante jours 
apres Tinoculation. 

Les cultures du sang du ceeur, du foie et de la moelle osseuse 
demeurent stériles. 


Lapin. — Kst insensible & l’injection du filtrat. 
Poute. — Est insensible & l’injection du filtrat. 
Piczon. — Est insensible 4 Vinjection du filtrat. 

I. — RepropuctTioN EXPHRIMENTALE DE L’AVORTEMENT. 


Nous avons, & deux reprises différentes, réussi & provoquer 
lavortement chez de petites femelles en état de gestation. 


CosayE 1. — Inoculée sous la peau de la cuisse droite au 
moyen de 4 cent. cubes de culture. Un cedeme important appa- 
rait dans les heures qui suivent. L’avortement intervient au 
douziéme jour. Les foetus paraissent agés de quatre & cing 
semaines. La femelle se rétablit trés rapidement. 


Copaye 2. — La culture a été portée directement dans le 
péritoine. Tristesse, inappétence. 


Avortement au huiliéme jour; les fatus semblent agés de 
trois semaines (?). L’animal guérit. 


LapinEes. — Tous nos essais ont échoué. 
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J. — Imuunité acouise CHEZ LE LAPIN. 


Deux lapins recoivent, l’un 1 cent. cube de culture dans le 
péritoine; l’autre 1 cent. cube sous la peau de la cuisse droite (1). 

Trois semaines aprés cette vaccination, on pratique une ino- 
culation d’épreuve : 2 cent. cubes de culture dans la veine 
auriculaire. 

Un lapin neuf, témoin, meurt en huit jours (symptémes 
présentés : tristesse, inappétence, amaigrissement progressif). 

Les lapins vaccinés résistent parfaitement. 


Etude comparée de la souche n° V. 


A. — CARAcTERES CULTURAUX. ET BIOCHIMIQUES. 


Gélose : Kn certains cas, bien que le pH soit toujours ajusté 
a 7,2-7,4, la culture ressemble étrangement 4 celle d’une 
pasteurella : mince, humide, légérement transparente. 

Lait tournesolé : Pas de coagulation, mais phénomene clas- 
sigue du caméléonage. 

Pemme de terre : Le brunissement du milieu est peu accentué. 


B. — RactTioxs SEROLOGIQUES. 
a foo) S°RUM DES JUMENTS 
¢ 3 3 | 
2 . fo] a o Bani 
ze | 22 dee = 8 0g oR 
= =r Dm ae an ot pred 
af | £5 | 2! #5 | Ee | s= | 3 
ce Oe ee De ee ie ee 
ie oF 8. é. i he a ae ae ome Re 
A 5 Ss Lo a 
. & <.. <0 ts 
iS | 
B. abortus equi, n° V (cullure ; : : 
0 0 1/4.000 Pas fait. | Pas fait. | Pas fait. | Pas fait. 
0 0 1/1000 4/500 | 1/300 | 1/300 | 1/100 
.| Pas fait. | Pas fait. | Pas fait. | Pas fait. 0 0 0 0 


* 


(4) Nous avons vu précédemment que le lapin supporte bien ces doses. 


. 
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C. — Povuvoir PATHOGENE. 


Copave. — Résiste a la dose de 1 cent. cube, inoculé sous la 
peau ou dans le péritoine. 


Dans le tissu conjonctif sous-cutané, accidents locaux : edéme — 
plus ou moins volumineux, chaud et sensible; escarre violacée | 
et sphacdle consécutif; pus. Cicatrisation en vingt-cing a trente | 


jours. 


D. — PropuctioN D'UNE VAGINAMITE CHEZ LE COBAYE MALE. 


Un cobaye male recoit dans le péritoine, le 9 mai 1925, 1 cent. | 
cube d’une culture de vingt-quatre heures en bouillon ordi- | 
naire. Le lendemain, on observe un léger nodule au point | 
d'implantation de l’aiguille. Aprés trois jours, les bourses 
apparaissent wedématiées, chaudes et sensibles; la peau est 
rouge, tendue; les testicules sont immobilisés et ne peuvent | 


rentrer dans la cavité abdominale. 


Ces phénoménes s’accentuent dans les jours qui suivent; la | 


peau des bourses devient violacée, noirdtre; une escarre se 
forme, qui se détache bientot et on observe l’apparition d'un | 


pus caséeux assez abondant. 

I] existe des symptémes généraux : tristesse, perle de 
Yappétit, anorexie. L’animal reste immobile dans un coin de la 
cage. Puis, ces troubles locaux et généraux s’amendent peu a 


peu; la cicatrisation marche rapidement et le sujet est guéri un : 


mois environ aprés l’inoculation virulente. 


Nous avons ensemencé le pus, prélevé avec une pipette slé-_ 
rile au niveau de la vaginale, avant la chute de l'escarre. Les 


cultures ainsi oblenues contenaient a l'état pur B. abortus 
equi. 


E. — Etvpbe pes REINFECTIONS CHEZ LE COBAYE ET LE LAPIN. 


Cozave. — On infecte des cobayes par le péritoine et la peau 
selon la technique précédemment décrite. Apres vingt-cing & 
trente jours, alors que tout phénoméne réactionnel local a dis- 
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paru, on inocule @ nouveau, soit au‘ méme endroit, soit en des 
points différents, la méme dose de culture. 
On n’assiste point & l’élaboration d’un phénoméne de Koch. 
Lorganisme immunisé n’expulse pas 4 grands frais les 
germes de l’inoculation d’épreuve. Il les résorbe au contraire 
d'une fagon silencieuse : cedéme moins accentué, sensibilité 
moins considérable, pas de sphacéle. 


Lavin. — La résorption des bacilles de l’injection seconde 
se fait encore plus silencieusement que chez le cobaye. 


F. — VaccINnaTIONS CROISKES. 


B. abortus equi (souche n° 4) vaccine contre la souche n° V et 
inversement. Voici, & titre d’exemple, une de nos expériences : 


Lapin I: le 14 mai 1925, regoit dans la veine auriculaire 1 cent. cube d'une 
culture de vingt-quatre heures en bouillon ordinaire de la souche n° 4. 

Lapin IT: le 22 avril 1925, regoit 1 cent. cube, souche n° 4, en péritoine. 

Le 2% mai 1925, recoil 1 cent. cube, souche n° 4, en vessie auriculaire. 

Lapin I[1: le 22 avril 1925, recoit 1 cent. cube, souche n° 4, sous la peau de 
la cuisse droite. 

Le 14 mai 1923, 1 cent. cube, souche n° 4, dans la veine auriculaire. 

Lapin IV ;: Témoin. 

Ces quatre animaux sont inoculés dans la veine auriculaire le 3 juin 1925 
au moyen de 1 cent. cube d’une culture de vingt-quatre heures, en bouillon, 
de la souche n° V. 

Le lapin 1V meurt aprés six jours (bacilles présents dans le sang du cceur 
et les organes); les lapins I, II, III ne présentent aucun trouble et étaient 
encore en parfaité santé le 2 aout dernier. 


. 


Quelle place faut-il accorder 4 B. abortus equi dans le groupe 
‘des Salmonella ? Convient-il d’en faire une espéce & part, 
comme l'indiquent les réactions d’agglulination? Doit-on au 
contraire le rapprocher de B. enteritidis Breslau ou bacille 
d’Aertrycke, ainsi que le voudraient certains caractéres bio- 


_ chimiques? 


Tl ne semble pas que le erédit & accorder aux réactions 
- agelutinantes soit tel que tous autres caractéres s'eflacent devant 
ce test: Ne voit-on pas, par exemple, la souche n° V agglutinée 
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2 1p. 1.000 par un sérum antiparatyphique B (type Scholt- | 
miiller), alors qu'elle est agglutinée & un taux moindre par le | 
sérum de la jument méme chez qui cette souche a provoqué | 
Vavortement? | 

L’impossibilité de nous procurer, en France, un sérum agglu- 
tinant & légard de B. enteritedis Breslaw ne nous permet pas | 
d’apporter une opinion ferme en la matiére. Néanmoins, nous | 
penchons pour I’hypothése que B. abortus equi et B. enteritidis | 
Breslau ou bacille d’Aertrycke sont des germes extrémement 
voisins, sinon identiques (1). 


L'immunisation active permet aux petits animaux de labo- 
ratoire de résister & linoculation d’une dose mortelle de cul- 
ture. Cette immunisation est facilement obtenue en partant de 
cultures tuées soit par la chaleur, soit par l'addition d’anti- 
sepliques divers (fo1mol, liqueur de Lugol, acide phénique, 
soude, etc.). Nous étudions a l’heure actuelle les méthodes 
d’immunisation active applicables au cheval. Nous dirons ulté- 
rieurement quels résultats on en peut altendre, mais nous 
devons nous garder dés maintenant d’un trop grand enthou- 
slasme envers des techniques qui ont souvent provoqné 
d’améres déceptions. 

(Ecole vétérinaire d Alfort.) 


(1) Nous n’avons pu déceler la présence de spirochétes —déja signalés dans 
Vavortement de la vache, de la brebis et de la truie — dans le placenta des 
juments ou les tissus des avortons. 


Le Gérant : G. Masson. 
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Paris. — L. MargTueux, imprimeur, 1, rue Cassette. 
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